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RESUMO

O virus vaccinia (VACV) pertence ao género Orthopoxvirus e a familia Poxiviridae. A
familia Poxiviridae € composta por virus geneticamente e morfologicamente complexos,
capazes de infectar um amplo espectro de hospedeiros domésticos e silvestres. O VACV ¢é o
agente etioldgico da vaccinia bovina (VB), caracterizada como uma zoonose ocupacional. Esta
zoonose acomete bovinos, ocasionando lesdes comumente observadas nos tetos e Uberes.
Devido a localizacdo das lesdes, 0 VACV é disseminado principalmente durante o processo de
ordenha, sendo ele manual ou mecéanico. Estudos tém buscado correlacionar caracteristicas
ambientais de fazendas leiteiras e praticas de manejo ao risco de exposi¢do de vacas leiteiras
ao VACYV. Isso porque, tém sido constatadas a circulacdo silenciosa do virus em propriedades,
mesmo sem a presenca de sinais clinicos nos animais. Nos humanos, além de sintomas
sisttmicos, 0 VACV causa lesdes vesiculo-pustulares geralmente encontradas nas méos e
dedos. Essa infec¢do ocorre geralmente ap6s contato direto com gado leiteiro infectado, ou
através de vias alternativas de exposicdo como contato com leite cru na producdo de queijo e
até mesmo o consumo destes produtos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a circulacéo
do VACV na bacia leiteira do Serro, considerada uma das mais importantes do estado e
subsidiar os produtores rurais quanto ao fluxo da producdo de laticinios na auséncia e presenca
de surtos. Além disso, avaliamos a circulacdo do VACV em primatas ndo humanos na regiao
norte do estado de Minas Gerais, buscando mapear a circulacdo desse virus neste grupo de
animais silvestres. Deste modo, a primeira parte do estudo foi conduzida, em quatro
propriedades rurais do municipio do Serro, produtoras de queijo artesanal, apresentando uma
delas historico de surto prévio de VB. Questionarios semiestruturados foram aplicados para a
verificacdo de possiveis fatores que podem favorecer a exposicdo ao VACV na cadeia
produtiva do leite e queijo artesanal, realizando a investigacéo de toda a cadeia do queijo, com
posterior acompanhamento destas etapas para, a partir de entdo, sugerir melhorias
metodologicas durante o manejo animal através de palestras, distribuicdo de material educativo
aos produtores participantes do projeto. Em nosso estudo foi possivel observar uma
soroprevaléncia para OPXV de 71,42% em individuos ndo vacinados para a Vvariola
demonstrando que em ambientes rurais de areas endémicas, os individuos sdo expostos ao
VACYV por vias alternativas e ndo so através do contato direto com bovinos infectados. Em
relacdo as analises de queijo, leite e fezes dos bovinos e equinos realizados no estudo, estas
apresentaram resultados negativos para a deteccdo de VACV atraves da técnica de PCR em

tempo real, demonstrando assim que, durante a conducdo do estudo, as propriedades nédo



apresentavam a circulagdo ativa do VACV. A auséncia de lesbes visiveis nos bovinos também
corrobora com tais resultados. Contudo, em todos os grupos de animais domésticos analisados
foram encontrados altos indices de positividade para anticorpos neutralizantes anti-OPXV,
sendo 80% nos cdes, 97,89% nos bovinos e 100% nos equideos, indicando uma circulacédo
silenciosa pregressa. No que tange a circulagdo do VACV em primatas ndo humanos da regido
norte do estado, foram avaliados 51 primatas neotropicais pertencentes a trés espécies em 11
municipios. Dois animais pertencentes ao grupo amostrado apresentaram soropositividade para
OPXV com base na técnica de PRNT, demonstrando a exposicdo prévia ao virus.
Compreendendo melhor a circulagdo do VACV assim como suas possiveis rotas de infecgdo,
visamos minimizar o impacto do virus VACV na economia leiteira da regido do Serro, através
da difusdo de conhecimento sobre o virus, e boas praticas no fluxo da producéo dos laticinios,
desde a ordenha até o produto para que dessa forma, possamos reduzir o risco de disseminacéo

do virus via consumo de leite e queijo crus.

Palavras-chave: virus vaccinia; ortopoxvirus; vaccinia bovina; biologia molecular; sorologia;

queijo artesanal.



ABSTRACT

Vaccinia virus (VACV) belongs to the genus Orthopoxvirus and the Poxiviridae family.
The Poxviridae family has a virus genetically and morphologically complex, able to infect a
wide spectrum of domestic and wild hosts. VACYV is the etiological agent of bovine vaccinia
(VB), characterized as an occupational zoonosis. This zoonosis affects cattle, causing lesions
commonly seen on teats and udders. Due to the location of the lesions, VACV mainly spreads
during the milking process, whether manual or mechanical. Studies have sought to correlate
environmental characteristics of dairy farms and management practices with the risk of
exposure of dairy cows to VACV. The silent circulation virus in rural properties has been
observed, even without the presence of clinical signs in animals. In addition, in humans, beyond
the systemic symptoms, VACV causes vesicular-pustular lesions generally found on the hands
and fingers. This infection usually happens after direct contact with infected dairy cattle, or
through alternative routes of exposure such as contact with raw milk in cheese production and
even consumption of these products. In this way, the objective of this study was to evaluate the
circulation of VACV in the Serro region, considered one of the most important cheese producers
in the state, and to provide support to rural producers regarding the flow of dairy production in
the absence and presence of outbreaks. Furthermore, was evaluated the circulation of VACV in
non-human primates in Minas Gerais state in northern region, aiming to map the virus
circulation in this wild animals group. The first study part was accomplished on four rural
properties in the Serro’s region, producers of artisanal cheese, one of which had a history of a
VB outbreak previously. Semi-structured questionnaires were applied to verify possible factors
that may favor exposure to VACV in the milk and artisanal cheese production. From this,
research was carried out the investigation of the entire cheese chain, with subsequent
monitoring of these stages, so that from then on, suggest methodological improvements during
animal management through lectures and distribution of educational material to producers
participating in the project. In this study, it was possible to observe a seroprevalence for OPXV
of 71.42% in individuals not vaccinated for smallpox, demonstrating that in rural environments
in endemic areas, individuals are exposed to VACV through alternative routes and not only
through direct contact with infected cattle. In addition, in relation to the analyzes of cheese,
milk and feces of cattle and horses carried out in the study, these presented negative results for
the detection of VACYV through the real-time PCR technique, thus demonstrating that, during
the study, the rural Properties did not present the active circulation of VACV. Moreover, the

visible lesions absence in cattle also corroborates these results. However, in all groups of



domestic animals analyzed, high levels of positivity for anti-OPXV neutralizing antibodies
were found, 80% in dogs, 97.89% in cattle and 100% in horses, indicating a previous silent
circulation. Regarding the VACV circulation in non-human primates in the northern region of
the state, 51 neotropical primates belonging to three species were evaluated in 11 counties. As
a result, two animals belonging to the sampled group showed seropositivity for OPXV based
on the PRNT technique, demonstrating previous exposure to the virus. In conclusion, by better
understanding the VACV circulation as well as its possible infection routes, is target to
minimize the VACV virus impact on the dairy economy in Serro region, through the knowledge
dissemination about the virus, and good practices in the dairy flow production, from milking
until the final product. In this way, it would be possible to reduce the risk of virus spreading

through the raw milk and cheese consumption.

Key words: vaccinia virus; orthopoxvirus; bovine vaccinia; serology; molecular biology;

artisanal cheese.
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1 INTRODUCAO
1.1 Zoonoses

Os animais e seres humanos apresentam uma estreita relagdo desde os primordios, isso
porgue o homem primitivo tinha a caca como fonte de alimento (LURIA, 1991). Esta relacdo
se estreitou ainda mais no periodo neolitico, uma vez que os animais comecaram a ser
domesticados e a agricultura comegou a surgir neste periodo. Esta maior aproximacao fez com
gue as zoonoses, que sao doencas transmitidas entre animais ndo humanos e seres humanos,
passassem a ser cada vez mais frequentes (DA SILVA, 2018; MCARTHUR, 2019). Essa
transmissdo pode ocorrer através do contato direto homem-animal ou indireto, através de
fomites, vetores, agua e alimento (MCARTHUR, 2019; CDC, 2021).

Com o aumento crescente da populacdo mundial, mais areas sao utilizadas para o plantio
e criacdo animal, em proporc¢des cada vez maiores, e tem em sua maioria sistemas intensivos
de producdo como o confinamento de bovinos (ZANELLA, 2016). Estes sistemas de criacdo
afetam diretamente e potencializam a dispersdo de patégenos inclusive aqueles capazes de
infectar o homem. Na figura a seguir € possivel observarmos de maneira esquematica esta inter-
relacdo entre os ambientes (PAIM; ALONSO, 2020).

Figura 1 — Inter-relacédo entre os ambientes

Biosfera

Animais
domésticos

A estreita relagdo entre os ambientes potencializa a dispersdo de patdgenos, aumentando a possibilidade do
surgimento de zoonoses. Fonte: Modificado de BEDENHAM, et al., 2022.
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Esta inter-relacdo entre 0 homem e os animais se torna cada vez mais proxima diante da
crescente expansdo da fronteira agricola, a fim de suprir cada vez mais o mercado alimenticio.
Com isso, podemos observar o desmatamento de forma crescente e, consequentemente, a perda
da diversidade (BRUGGER, 2018). Estas modificacGes afetam diretamente a vida silvestre e
aproxima o homem cada vez mais a patdgenos que até entdo circulavam apenas em animais
encontrados naturalmente em seus respectivos ecossistemas (DOS PASSOS; MARTINS,
2020). Como exemplos do homem invadindo cada vez mais os ambientes silvestres e
“quebrando” as barreiras interespécies podemos citar além do significativo aumento da pratica
da pecuédria intensiva, 0 aumento no transporte de animais vivos para 0 COmMercio, 0s processos
de industrializagdo, incremento no uso indiscriminado de antibidticos levando a um aumento
da resisténcia e o comércio global. Todas estas acGes citadas sdo fatores que acarretam um
aumento no potencial de disseminacao de patdgenos como pode ser observado na figura a seguir
(GREEN,2022).

Figura 2 — Fatores que aumentam a ocorréncia de zoonoses
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Na figura podem ser observados alguns dos principais fatores relacionados a agéo antropica que podem contribuir
para a emergéncia de patdgenos zoon6ticos. Fonte: Modificado de DO VALE et al., 2021.

Com relagdo ao aumento no potencial de disseminacdo de patdgenos, estudos tém
demonstrado que mais de 70% das doengas humanas apresentam carater zoonotico (JONES et
al., 2008). Diante destes dados € possivel observar que diversas pandemias e epidemias que

assolaram a humanidade surgiram devido ao impacto antropico na natureza e no modo de vida
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dos animais. A exemplo disso podemos citar a emergéncia da influenza, dengue, chikungunya,
zika e mais recentemente da COVID 19 e mpox (MORENS & FAUCI, 2020; BUNGE et al.
2022).

As infecgBes zoonoticas viabilizam-se em virtude da estreita proximidade genética entre
0s seres humanos e outros animais, sobretudo os mamiferos. Isso ocorre porque, mais da metade
do DNA humano se assemelha ao DNA dos demais vertebrados. Devido a esta proximidade
genética, é possivel que um patdgeno animal infecte a espécie humana. Este fendbmeno da
passagem de um patoégeno animal para humano é chamado de transbordamento zoonético (spill
over) que nada mais é do que o surgimento de uma doenca humana oriunda do contato direto
ou indireto com animais ndo humanos. Para que ocorra esse transbordamento, caracterizado
pelo salto de hospedeiro ou pela transmissdo cruzada entre espécies, torna-se essencial a
instauracdo de uma dinamica de contato humano-animal invasiva e persistente. Assim, é
possivel que o patdgeno consiga se adaptar ao novo hospedeiro como podemos observar na
figura a seguir (DE WIT et al., 2016; BORREMANS et al. 2019).

Figura 3 — Transbordamento zoonético

O resultado desse saltd
interespécies sdo as
zoonoses que afetam
0s seres humanos
e outros animais.

Ocorre quando o agente
etiologico (virus, bactéria, fungo)
rompe a barreira da espécie e
passa a infectar outros organismos.

diretas, causadas pelo contato” JU%
direto com o animal ou indiretas,
causadas pela contaminagdo
de dgua e alimentos.

Demonstragao do salto interespécies, fendmeno conhecido como transbordamento ou salto zoonético. E este ciclo
o0 responsavel pela origem das zoonoses no mundo. Fonte: Modificado de PLOWRIGHT et al., 2021.

Vaérios virus foram capazes de realizar o fenébmeno do transbordamento zoonotico.
Entretanto, a compreensao acerca de muitos desses agentes ainda é limitada em escala global,
e essa lacuna de conhecimento persiste igualmente em nosso pais, que se destaca pela grande

diversidade de espécies em ambito mundial (UNEP, 2019).
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O Brasil, que € substancialmente reconhecido pela sua mega biodiversidade, possui a
maior cobertura de florestas tropicais, e com ela a mais rica flora do mundo, assim como uma
fauna igualmente importante. Tal biodiversidade esta distribuida em seis biomas continentais.
No planeta, dos atuais duzentos paises, apenas dezessete sdo considerados mega diversos e
possuem juntos 70% da biodiversidade mundial. Dentre eles, o Brasil estd em primeiro lugar
desta lista (MMA, 2018; UNEP, 2019).

Esta grande diversidade também traz consigo a possibilidade de ocorréncias de eventos
de transbordamento, uma vez que o pool zoondtico é bastante rico nas areas com altos indices
de biodiversidade que sdo, também, as mais vulneraveis as acdes antropicas. Acgdes de
modificagdo dos ecossistemas sdo alguns dos principais fatores que contribuem para a
emergéncia de zoonoses (JONES, 2008; OLIVAL et al. 2017; WHO, 2015).

Dentre os patdégenos zoondticos no Brasil, podemos destacar o virus vaccinia (VACV).
O VACYV foi capaz de realizar o salto zoonotico, e mesmo atualmente sendo um dos virus mais
estudados dentro da virosfera, possui sua origem, assim como O Seu O reservatorio
desconhecidos (TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008). Do mesmo modo, a doenca
acarretada por este virus, a vaccinia bovina (VB) ainda é pouco conhecida e muitas vezes
negligenciada tanto pelas instancias governamentais quanto pelos profissionais envolvidos
diretamente com os animais afetados, a exemplo de veterinarios e profissionais da salde
(DOMINGOS et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2017).

1.2 A familia Poxviridae e o género Orthopoxvirus
1.2.1 Classificacdo taxonémica

O VACYV é um ortopoxvirus (OPXV), pertencente ao género Orthopoxvirus e a familia
Poxviridae. A familia Poxviridae é composta por virus geneticamente e morfologicamente
complexos, apresentando duas subfamilias que sdo a Entomopoxvirinae e a Chordopoxvirinae.
A subfamilia Entomopoxvirinae apresenta quatro géneros e possui espécies virais capazes de
infectar animais invertebrados. Ja a subfamilia Chordopoxvirinae, possui dezoito géneros e
abarca virus que infectam animais vertebrados (ICTV, 2023). Dentro da subfamilia
Chordopoxvirinae, podemos destacar os OPXV, objeto do nosso estudo. A tabela a seguir

descreve a organizagdo taxondmica da familia Poxviridae (Tabela 1).
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Tabela 1 — Classificacédo taxondmica da familia

Subfamilia Ginero N" de espécies
Alphaentomopoxvirus 7
Betaentomopoxvirus 16
Entomopaxvirinae Deltaentomopoxvirus 1
GGammaentomopoxvirus 6

* Diachasmimorpha entomopoxvirus

Avipoxvirus 12
Capripoxvirus 3
Centapoxvirus 2
Cervidpoxvirus 1

Crocodylidpoxvirus 1
Leporipoxvirus +
Macropopoxvirus 2
Melluscipoxvirus ** I
Chordopoxvirinae Mustelpoxvirus :
Orthopoxvirus ** 12
Oryzopoxvirus 1
Parapoxvirus** 5
Prerapopoxvirus I
Salmonpoxvirus I
Sciuripoxvirus 1
Suipoxvirnus 1
Vespertilionpoxvirus 1
Yatapoxvirus** 2

Representacéo dos géneros e nimero de espécies classificados em cada subfamilia da familia Poxviridae. Fonte:
ICTV, 2023.

Os virus pertencentes a esta familia, apresentam genoma dupla fita de DNA e se
multiplicam no citoplasma das células hospedeiras (FENNER, 1989; SMITH & MCFADDEN,
2002).
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Figura 4 — Diagrama Filogenético

A. Poxviridae

Entomopoxvirinae
Unassigned (Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus '0")

| [ -------- Alphaentomopoxvirus (Anomala cuprea entomopoxvirus)
Betaentomopoxvirus (Amsacta moorei entomopoxvirus L)

---- Gammaentomopoxvirus (No sequenced isolates)

Chordopoxvirinae
Unclassified (Crocodile poxvirus)

_[:Avipoxvlrus (Canarypox virus)
Avipoxvirus (Fowlpox virus)

Molluscipoxvirus (Molluscum contagiosum virus)

Unassigned (Squirrel poxvirus)

Parapoxvirus (Orf virus)
Yatapoxvirus (Yaba monkey tumor virus)
Leporipoxvirus (Myxoma virus)
Cervidpoxvirus (Deerpox virus W-848-83)
Sulpoxvirus (Swinepox virus)

Capripoxvirus (Sheeppox virus)

Orthopoxvirus (Vaccinia virus)

Familia Poxiviridae e as subfamilias Entomopoxvirinae e Chordopoxvirinae. Fonte: ICTV, 2023.

O género OPXYV, abriga doze espécies em sua classificacdo, sendo eles patdégenos de
grande importancia humana e veterinaria. Entre os integrantes desta linhagem, é pertinente
ressaltar o virus da variola (VARV), cuja erradicacdo foi oficialmente declarada em 1980,
resultado de uma abrangente campanha global de imunizacdo liderada pela Organizacédo
Mundial da Satde (OMS). E relevante salientar que o VACV desempenhou um papel crucial
na producdo da vacina contra esse patdgeno durante a referida campanha (FENNER, 1989;
SMITH & MCFADDEN, 2002).

A formulacéo da vacina proveniente do VACV tornou-se viavel devido a preservagao
genética observada nos virus pertencentes a esse género, resultando em uma protegéo cruzada.
A vacina contra a variola foi, portanto, desenvolvida utilizando o VACV, o qual apresentava
efeitos colaterais mais atenuados em comparagdo com aqueles derivados do VARV, conferindo,
assim, imunidade contra este patdgeno (DAMASO, 2018; GUBSER et al., 2004; FENNER et
al., 1988).

Os ortopoxvirus, com exce¢do do VARV que é capaz de infectar apenas seres humanos,
possuem um amplo espectro de hospedeiros, sendo estes pertencentes ao dominio Eukarya,

reino Animalia, filo Chordata, sub-filo Vertebrata. Os OPXV compreendem um género da
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subfamilia Chordopoxvirinae, que agrupa virus capazes de infectar hospedeiros pertencentes as
ordens Primates, Artiodactyla, Perissodactyla, Pholidota e Lagomorphia (ICTV, 2022).

Tabela 2 — Classificagdo taxonémica dos ortopoxvirus

Género Espécies

Abatino macacapox virus

Akhmeta virus*®
Camelpox virus
Cowpox virus*®

Ectromelia virus

. Monkeypox virus™*
Orthopoxvirus

Racoonpox virus
Skunkpox virus
Taterapox virus
Vaccinia virus™
Variola virus*

Volepox virus

Espécies de ortopoxvirus. * Representa OPXV que infectam humanos, além de outros animais. Fonte: ICTV, 2023.

Destacamos como OPXV de significativa relevancia contemporanea o VACV, o virus
monkeypox (MPXV) e o virus cowpox (CPXV), em virtude de surtos recentes associados a
esses agentes (ALBARNAZ et al., 2018; SILVA et al., 2021).

1.2.2 Particula e genoma

O VACV foi um dos primeiros virus a ter sua estrutura analisada por microscopia
eletronica (FENNER et al., 1989; DUBOCHET et al., 1994). Através desta técnica, foi possivel
observar que o0s virions desta familia apresentam pleomorfismo em sua estrutura, apresentando
o formato da particula ovoide ou semelhante a um tijolo com a presenca de uma membrana
externa de natureza lipidica, seu tamanho pode variar entre 200 e 360 nm (CYRKLAFF et al.,
2005). As quatro estruturas fundamentais que compreendem as particulas virais, como podemos
ver na figura 5, sdo: cerne, corpusculos laterais, membrana e envelope.

O material genético dos poxvirus consiste em uma molécula de DNA dupla fita
covalentemente fechada em suas extremidades. Este material genético se encontra dentro do
cerne, assim como as proteinas que também sdo organizadas dentro desta estrutura, formando
assim o nucleocapsideo. Esta estrutura, é, portanto, o arranjo mais interno da particula,
apresentando formato de disco bicdncavo (em forma de haltere) envolvido por uma membrana

(MOSS, 2013). Lateralmente ao cerne, encontram-se estruturas de formas ovoides denominadas
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corpusculos laterais cuja composicdo quimica e funcdo ainda sdo desconhecidas. Mais

externamente, portanto, encontra-se a membrana e a envolvendo o envelope.

Figura 5 — Morfologia da particula do VACV

Tubulos de
superficie

Membrana
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250nn
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360nn

A) llustragdo esquematica da particula. B) Virion envelopado extracelular (EV) em processo de fusdo do envelope
viral a membrana plasmatica da célula hospedeira. C) Visualizagdo de Gnica particula viral de virion maduro (MV)
no citoplasma da célula hospedeira. D) Virions em forma de tijolo em microscopia eletrnica de coloragdo
negativa. Fonte: Elaborado por Laboratdrio de Virus da UFMG; Modificado de MOSS, 2013 e VORA et al., 2015.

O genoma dos poxvirus ¢é altamente conservado, constituido por uma molécula dupla
fita linear de DNA, ndo segmentada, com tamanho variando entre 130kb (género Parapoxvirus-
PPV) a 375kb (género Avipoxvirus), que codifica aproximadamente 200 genes. Apresenta um
conteddo de G+C variando entre 35-64% nos Cordopoxvirus e cerca de 20% em
Entomopoxvirus (MOSS, 2013; ICTV,2022).

No que diz respeito as caracteristicas estruturais, 0 genoma dos poxvirus, especialmente
dos OPXV, possui uma regido central que contém majoritariamente genes que codificam
proteinas estruturais e proteinas essenciais a replica¢éo do virus. Devido a sua alta conservacéo,
através de testes moleculares e soroldgicos é possivel realizar a detecgdo do género ao qual

estes virus pertencem, assim como anticorpos produzidos contra o género. Nesse sentido, vale
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destacar 0 gene A56R presente na regido central, responsavel por codificar a hemaglutinina
viral (HA), uma glicoproteina de superficie do envelope viral. No genoma dos OPXV estdo
presentes, ainda, regides terminais em ambas as extremidades contendo sequéncias repetidas e
invertidas (ITR), que albergam geralmente genes que codificam principalmente proteinas
responsaveis pela viruléncia e imunomodulacdo como podemos destacar o gene C11R
responsavel por codificar o fator de crescimento viral (VGF) e que é um marcador molecular
que pode ser utilizado para caracterizar uma regido altamente conservada entre os membros
deste grupo (MOSS, 2013; SMITH et al., 2002).

Figura 6 — Representacgéo esquematica do genoma dos poxvirus

VARIAVEL GENES CONSERVADOS VARIAVEL

LOOP LOOP
TERMINAL TERMINAL

30 - 60kb 80 - 100kb 30 - 60kb

A regido central do genoma apresenta genes altamente conservados, que codificam Fonte: Adaptado de SMITH e
MCFADDEN, 2002.

1.2.3 Ciclo de multiplicacao

O ciclo de multiplicacdo dos poxvirus, que ocorre inteiramente no citoplasma da célula
infectada, é complexo em virtude da variedade de particulas virais que sdo formadas, seu
genoma complexo, sintese de grande nimero de genes e da alta interacdo com o hospedeiro. O
VACYV ¢ a espécie viral mais estudada e bem caracterizada da familia e, devido a isso, as
informacdes a seguir sdo relativas ao seu ciclo de multiplicacdo que reflete os mecanismos que
ocorrem durante o ciclo de multiplicacdo de todos os membros da familia Poxviridae
(MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013).

Existem duas formas infecciosas da particula viral dos OPXV, os virus maduros (MV)
e os virus envelopados (EV), esta forma infecciosa implicard em algumas diferencas na etapa
de penetragdo. A penetracdo dos MV, e consequente liberacdo do cerne no citoplasma, podem
ocorrer de duas formas, a primeira pela fusdo da membrana externa com a membrana plasmatica
e a segunda ap6s macropinocitose. J& a internalizacdo dos EV ocorre por macropinocitose,
seguida pela ruptura do envelope, a fusdo da membrana externa com a membrana endossomal
e liberacdo do cerne (VANDERPLASSCHEN et al., 1998; MOSS, 2013).

A transcrigdo tem inicio ainda dentro do cerne e as proteinas precoces produzidas estdo
envolvidas na fase do desnudamento secundario, imunomodulacdo do hospedeiro, seguida da

replicacdo do genoma e posteriormente na transcri¢do de genes intermediérios. Os transcritos



27

intermediérios por sua vez, codificam fatores de transcricdo dos genes tardios e estes codificam
proteinas estruturais e fatores transcricionais precoces que serdo incorporados as novas
particulas virais (PRICHARD e KERN, 2012; MOSS, 2013; GUO et al., 2019).

Sequencialmente ocorre a replicacdo do genoma e posterior montagem da progénie no
que chamamos de “fabrica viral”, que compreende uma regido eletrodensa no citoplasma, com
poucas ou sem organelas, localizada proximo ao reticulo endoplasméatico (CONDIT et al.,
2006; LIU et al., 2014). No decorrer da replicacdo do DNA ha formacéo de concatameros que,
ao final, formardo uma Unica fita (PRICHARD & KERN, 2012; MOSS, 2013).

A montagem da progénie é caracterizada pela formagao de crescentes, que sdo estruturas
formadas por membranas oriundas do reticulo endoplasmaético e estabilizadas pela proteina
scaffold viral D13. Apds aumentarem o comprimento, as crescentes, se tornam esféricas
formando os virus imaturos (IV). Ap6s modificacdes proteoliticas, os IV déo origem aos MV,
que sera transportado para fora da fabrica viral. Os MV sdo liberados da célula somente apos a
lise. Entretanto, parte dos MV sdo envolvidos por duas membranas derivadas do complexo de
Golgi, sendo denominados de virus envelopados intracelulares (IEV). Os IEV sdo conduzidos
através dos microtubulos até a membrana plasmatica e, apds fusdo desta com a membrana mais
externa, ocorre a liberacdo dos EV. Alguns dos EV podem permanecer associados a superficie
celular (CEVs) e serem disseminados célula a célula apds ativarem a formacdo de caudas de
actina (CONDIT et al., 2006; MOSS, 2013; LIU et al., 2014; GUO et al., 2019). O ciclo de

multiplicacdo do VACYV esta apresentado abaixo.
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Figura 7 — Ciclo de multiplicagéo dos poxvirus

My EV

As duas formas infecciosas dos poxvirus, o virus envelopado extracelular/virus envelopado associado a célula
(EEVICEV) e o virus maduro intracelular (IMV), iniciam seu ciclo com a adsor¢do e penetragdo na célula
hospedeira. Em seguida liberam o cerne no citoplasma, processo denominado desnudamento primario. Ainda no
cerne, ocorre a transcricdo de genes precoces e ap0s a sintese das proteinas precoces ocorre a liberagdo do genoma
viral no citoplasma, desnudamento secundario. Enzimas sintetizadas na etapa inicial da infeccdo atuam na
replicacdo do DNA viral. Apds o inicio da replicagdo deste DNA, ocorre a transcri¢ao dos genes intermediarios e
tardios. Finalmente, ocorre a montagem dos IMV, que se acumulam no citoplasma e séo liberados através da lise
celular. Uma parte dos IMV adquire duas camadas de membranas adicionais, nas cisternas trans-Golgi e,
posteriormente, sdo propelidos por meio de processos dependentes das caudas de actina para as células vizinhas
(CEV) ou liberadas no meio extracelular (EEV). Fonte: Modificado de MCFADDEN, 2005.
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1.2.4 Patogénese

A patogénese decorrente das infeccbes por poxvirus é substancialmente afetada pela
interacdo entre o tropismo viral e as respostas imunologicas e inflamatdrias do hospedeiro. O
tropismo €é caracterizado pela afinidade preferencial do virus por determinados tecidos ou
celulas, estd intimamente relacionado com as caracteristicas do género viral, assim como com
os genes codificados pela regido variavel do genoma. Essa regido genémica varidvel
desempenha um papel determinante na especificidade de hospedeiros e na plasticidade
evolutiva do virus (DAMON, 2013; MCFADDEN, 2005).

Os poxvirus possuem a capacidade de infectar vertebrados pertencentes a subfamilia
Chordopoxvirinae e compartilhnam diversas caracteristicas biolégicas em comum. A infeccéo
ocasionada por esses virus, em sua maioria, ocorre por via percutanea, uma vez que 0 virus
adentra o hospedeiro por meio de lesbes presentes na pele. Este modo de entrada €
exemplificado na infeccdo causada pelo VACV. Entretanto, € importante destacar que
determinados poxvirus adotam vias alternativas de entrada. Por exemplo, 0 VARV penetra pelo
trato respiratdrio, enquanto o virus ectromelia (ECTV) utiliza a via gastrointestinal. Estas
consideracBes ressaltam a diversidade de estratégias empregadas pelos poxvirus para
estabelecerem infec¢bes, sublinhando a complexidade e a adaptabilidade desses agentes
patogénicos (FENNER et al., 1988; ESTEBAN & BULLER, 2005; MCFADDEN, 2005).

Na infecgdo por via percutdnea ou mucosa, evidéncias provenientes de estudos
experimentais indicam que, apo6s a entrada do virus no organismo do hospedeiro, ocorre a
replicacéo viral no local primério de infecgdo. Este processo é sucedido pela migracdo do virus
dos linfonodos regionais para a corrente sanguinea. Tal sequéncia de eventos culmina na
manifestacdo da viremia primaria, na qual o virus pode disseminar-se pelo organismo,
associando-se tanto a células sanguineas quanto permanecendo de forma livre no plasma
circulante. Este fenbmeno, essencial para a compreensdo dos mecanismos de disseminacao
viral, contribui significativamente para a elucidagéo da dindmica da infeccdo em nivel sistémico
(DAMON, 2013).



Figura 8 — Modelo esquematico do curso da infeccéo de alguns OPXV
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A disseminacao através da corrente sanguinea propicia a infeccdo de diversos 0rgaos,

como o figado, baco e linfonodos, os quais se destacam pela elevada vascularizacéo.

Aproximadamente cinco dias apds a infecgdo, é possivel observar a instauragdo da viremia
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secundaria, caracterizada pela migragdo das particulas virais em direcéo a pele e subsequente
desenvolvimento de leses ulcerativas (FENNER, 1988; ESTEBAN & BULLER, 2005;
DAMON et al., 2013).

1.3 Virus vaccinia

Como descrito anteriormente, o0 VACV € um poxvirus pertencente a subfamilia
Chordopoxvirinae, género Orthopoxvirus, sendo o agente etiolégico da VB, uma doenga
exantematica que afeta gado leiteiro e ordenhadores. Apesar de ser considerada uma zoonose
ocupacional por estar intimamente relacionada ao processo de ordenha, este virus apresenta um
amplo espectro de hospedeiros englobando animais domésticos, silvestres e os seres humanos
(MOSS, 2013, FENNER et al., 1988).

Estudos demonstram a circulacdo do VACV em alguns paises da América do Sul, como
Coldémbia, Argentina e Uruguai, mas € no Brasil onde ele foi detectado nas mais variadas
espécies como canideos, equinos, primatas ndo humanos, dentre outros, como pode ser
observado na figura 9 (OLIVEIRA et al., 2017, ABRAAO et al., 2009).

Figura 9 — Distribuicao do VACV na América do Sul

FREMCH GUIA NA

Os pinos em verde indicam os paises onde o VACV foi detectado recentemente, o pino vermelho indica a auséncia
de deteccdo de VACV. O mapa do Brasil destaca a distribuicdo do VACV em diferentes regifes e a detec¢do do
VACV em uma ampla gama de hospedeiros. As linhas tracejadas em cores diferentes representam a circulacéo do
VACV em diferentes estados brasileiros. As linhas tracejadas vermelhas representam a circulagdo do VACV no
Estado de Minas Gerais, as linhas tracejadas pretas representam a circulagdo no Estado de S&o Paulo e as linhas
tracejadas verdes representam a circulagdo no estado do Para. Fonte: OLIVEIRA et al., 2017.
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O VACV possui grande notoriedade dentro da familia Poxviridae, pois historicamente,
foi considerado a espécie protétipo da familia, sendo vastamente estudado em diversas frentes
que compreenderam desde estudos sobre a biologia bésica dos OPXV a estudos de
imunobiologicos. Estes estudos, visaram compreender melhor sobre a resposta imunologica
frente ao hospedeiro infectado, sua patogenia, assim como o curso clinico da doenca,
envolvendo, modelos de estudos que avaliam a interacdo virus-hospedeiro e a biologia viral
(FENNER, 2000; ISAACS, 2019; MOSS, 2013; OLIVEIRA et al., 2017).

Nos ultimos anos, 0 VACV tem sido objeto de interesse e investigacdo, especialmente
devido aos surtos recentes de mpox que tém ocorrido globalmente. A intensificacdo do interesse
no VACV é atribuivel ao seu status como um OPXV amplamente estudado, bem como a sua
proximidade genética com o MPXV. Essa afinidade genética sugere que o VACV possa servir
como um mediador promissor para esclarecer aspectos do curso clinico da doenca provocada
pelo MPXV, bem como eventuais complicacBes associadas a essa enfermidade (RIZK, et al;
2022, PETERSEN, et al; 2016; CDC, 2007).

Mas os holofotes voltados ao VACV néo ocorreram apenas na atualidade. O VACV
desempenhou um papel crucial durante a campanha de vacinagdo conduzida pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), cujo objetivo era a erradicacdo global da variola, feito que foi
efetivado em 1980, representando um marco historico na elimina¢do mundial desta doenca.
Nesse contexto, 0 VACV destacou-se como de suma importancia, sendo empregado no
processo de fabricagdo das vacinas contra a variola, devido a manifestacdo de imunidade
cruzada entre os OPXV e a sua apresentacdo clinica mais benigna quando comparada ao virus
da variola (FENNER et al.,1989; FENNER, 2000).

Apesar do extenso nimero de estudos conduzidos com este virus e seu importante papel
na histéria da virologia, muitos questionamentos acerca da sua histéria natural ainda
permanecem sem respostas, como por exemplo sua origem seu reservatorio natural no meio
(MOSS, 2013; OLIVEIRA et al., 2017).

Embora ndo haja consenso sobre sua origem, existem algumas hipdteses acerca deste
tema. Uma delas é a origem da linhagem conhecida como VACV-I0OC, que pressupde que tenha
ocorrido devido a importacdo da linhagem vacinal pelo instituto Oswaldo Cruz durante a
campanha de vacinagdo contra a variola ocorrida no século XX. Além da linhagem VACV-
IOC, no processo de vacinacdo também foi utilizada a linhagem VACV-Lister, oriunda do
Instituto Lister, na Inglaterra, importada e com vacinas produzidas a partir dela pelo Instituto
Butantan, no estado de Sao Paulo. Dessa forma, presume-se que a origem dos VACV
circulantes no Brasil tenha relagdo com estas linhagens (DAMASO, 2018; MOSS, 2013;
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TRINDADE et al., 2007).
1.3.1 VACYV e sua circulacédo no Brasil

Apos a erradicacdo da variola na década de 80, infeccGes zoondticas ocasionadas por
outros OPXV foram reportadas em diversas partes do globo, como infecgdes por CPXV na
Europa, MPXV na Africa Central e Ocidental, e VACV, na América do Sul, principalmente no
Brasil (FERRIER et al.,2021; DAMASO et al., 2000; DURSKI et al., 2018; TRINDADE et al.,
2003).

O VACV foi descrito pela primeira vez como causador de infec¢des naturais no Brasil
no final do século 20. Este virus é amplamente distribuido por todo territério nacional e nos
ultimos vinte anos, diversas caracteristicas do virus e da doenca causada por ele vém sendo
investigadas e descritas. Além da abrangente dispersao por todo o territdrio nacional, a extensa
diversidade de hospedeiros do VACV constitui um elemento de significativa importancia no
contexto de sua preservacdo e persisténcia nos ecossistemas naturais (LIMA et al., 2019;
KROON et al., 2011; DOMINGOS et al., 2022).

A origem das amostras de VACYV distribuidas no mundo e das circulantes no Brasil
(VACV-BR), ainda néo foi totalmente elucidada. Acreditava-se que 0 Seu surgimento estaria
relacionado com as amostras vacinais utilizadas nas campanhas de vacinagéo para a erradicacdo
da variola no pais até 1980 como anteriormente descrito (DAMASO et al., 2000). No entanto,
varios isolados circulantes no pais foram caracterizados e revelaram uma grande variabilidade
genética entre eles, 0 que sugere a existéncia de diferentes origens para 0s virus brasileiros
(TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015).

Ao buscar compreender a origem deste virus, estudos demonstraram a existéncia da
circulacdo de dois grupos (Grupo | e Grupo Il) filogeneticamente distintos no pais, 0s quais
apresentam diferentes padrdes de viruléncia e caracteristicas fenotipicas distintas (DRUMOND
et al., 2008; FERREIRA et al., 2008; TRINDADE et al., 2007; TRINDADE et al., 2016).
Estudos subsequentes demonstraram ainda diferencas genéticas entre 0s seus representantes
(Figura 10).

Em ensaios clinicos utilizando o modelo murino, o Grupo | apresentou menor viruléncia
guando comparado ao Grupo Il. Este primeiro grupo é ainda mais frequentemente encontrado
em surtos no pais. Por sua vez, as amostras pertencentes ao grupo Il séo mais virulentas quando
comparadas ao primeiro grupo e menos encontradas em surtos pelo territério nacional. Contudo,
estudos demonstram, ainda, a co-circulacdo dos dois grupos, podendo inclusive serem isolados
de uma mesma regido ou até estarem presentes em um mesmo evento de surto (CALIXTO et
al., 2017; FERREIRA et al., 2008a; MIRANDA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017
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TRINDADE et al., 2006; CAMPOS et al., 2010).

FERREIRA et al., 2008 demonstraram que, os dois grupos apresentam diferencas em
relacdo a viruléncia em modelo murino. Os animais infectados com o VACV do grupo Il
apresentaram sinais clinicos graves que levaram a 6bito, enquanto os infectados com o grupo |
eram assintomaticos. Outro importante fator a ser destacado, é a diferenca no tamanho das
placas de lise em células BSC-40, em que o grupo Il apresenta placas de lise maiores em relacao
ao do grupo | (CAMPOS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015).

Apbs a divisdo dos grupos | e 1l o gene A56R, tem sido amplamente utilizado na
caracterizacdo de VACV-Br de isolados do grupo Il (como os isolados: BeAn 58058, Belo
Horizonte (VBH), Guarani P1 (Gpl), Pelotas 1 (P1V) e Serro humano 2 (SH2V) ndo possuem
adelecdo de 18 nt (ou 6 aminoacidos) observada no grupo I (Aracatuba (ARAV), Serro 2 (S2V);
Cantagalo (CTGV), Guarani P2 (GP2V), Passatempo (PSTV), MARV e Pelotas 2 (P2V)
(TRINDADE et al., 2007b; DRUMOND et al., 2008).

E importante salientar que através de analises de outros genes, foi demonstrado que 0s
VACV-Br sdo agrupados em clados distantes de algumas amostras vacinais utilizadas no Brasil
(Lister-Butantan) (TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008; KROON et al., 2011).

Estudos mais recentes, nos quais foram analisadas sequéncias completas de CTGV e
S2V, demonstram que estes isolados estéo relacionados a linhagem vacinal IOC (MEDAGLIA
et al., 2015; SOUZA et al., 2020). No entanto, a caréncia de sequéncias gendmicas completas
dos demais isolados dificulta a elucidacdo da origem dos VACV brasileiros (KROON et al.,
2011; MOSS, 2013; OLIVEIRA et al., 2017; TRINDADE et al., 2007, DRUMOND et al.,
2008).
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Figura 10 - Classificacéo filogenética do VACV baseado no gene A56R
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Em vermelho os representantes do grupo | e em azul os representantes do grupo 11 em destaque. Fonte: OLIVEIRA
etal., 2017.

Apesar da importancia histérica do VACV, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos
pelos quais este virus persiste na natureza (FENNER et al., 1989; DRUMOND et al., 2008;
ABRAHAO et al., 2009). Estudos conduzidos por Abrahdo et al. 2010, demonstraram a
deteccdo do VACV em animais silvestres na Amazoénia brasileira os quais devido a area de
captura ndo apresentavam nenhum contato prévio com humanos e gado leiteiro (ABRAHAO
etal., 2010).

Em 2009, Abrah&o e colaboradores, demonstram a participacdo de roedores na cadeia
de transmissdo VACV. Como algumas espécies de roedores nativos podem ter vantagens
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ecoldgicas, hipotetiza-se que elas possam funcionar como pontes entre habitats naturais e
humanos / domesticos, trazendo virus de animais silvestres para domésticos e vice-versa
(ABRAHAO et al., 2009). Além dos roedores, 0s primatas ndo humanos também podem servir
como meio de manuten¢do do VACV no ambiente silvestre como ja foi demonstrada a sua
deteccdo nestes animais (DOMINGOS et al., 2022; MIRANDA et al., 2017).

Apesar do VACV ser amplamente distribuido por todo territério nacional, é a regido
sudeste do Brasil apontada como epicentro da circulacdo deste virus no pais, possuindo uma
diversa gama de hospedeiros detectados nesta regido. No Sudeste, sdo relatados surtos
frequentes da zoonose viral emergente causada pelo VACV, a VB, que acomete principalmente
bovinos e ordenadores (OLIVEIRA et al., 2017; TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al.,
2008; LOBATO et al., 2005; MADUREIRA, 2009; KROON et al., 2011).

No estado de Minas Gerais 0s primeiros surtos de VACV foram identificados na Zona
da Mata, no ano de 2000. A partir de entdo, varios surtos foram reportados em varias regifes
do estado, sendo elas Vale do Rio Doce, regido metropolitana de Belo Horizonte, Triangulo
Mineiro/Alto Paranaiba, Sul/Sudoeste de Minas, Zona da Mata, Campo das Vertentes e Vale
do Mucuri. Vale ressaltar que na regido do Serro- MG existe circulagdo dos dois tipos virais
Grupo | e 1l (LOBATO et al., 2005; MADUREIRA, 2009; KROON et al., 2011).

1.3.2 Infeccéo pelo VACYV: Caracteristicas clinicas da doenca e a excre¢do do virus através do
leite e fezes.

Como ja discorrido anteriormente, a doenca acarretada pelo VACV é denominada VB.
Nos humanos, as lesdes sdo comumente observadas nas maos e dedos mas também podem ser
observadas em outras regibes do corpo, como nariz, regido ocular, boca e genitélias pelo
processo de auto inoculagdo (LOBATO et al., 2005; MEGID et al., 2008; DA SILVA et al.,
2008; ASSIS et al., 2015; PERES et al., 2016, TRINDADE et al., 2009, TRINDADE et
al.,2016; MADUREIRA, 2009; SCHATZMAYR et al., 2009; SILVA-FERNANDES et al.,
2009).

No que tange a evolugdo clinica a VB é similar entre homens e animais acometidos.
Trindade e colaboradores (2009), descreveram a evolucdo clinica de uma infeccdo primaria
causada pelo VACV em humanos. A principio, foi possivel observar o surgimento de méaculas
e papulas seguidas por edema e dor local. Posteriormente, surgem vesiculas que, em cerca de 3
a 4 dias, evoluem para pustulas umbilicadas envoltas por tecido inflamatdrio e Ulceras com
tecido enegrecido, como pode ser observado na figura 10. Em determinados casos, também é
possivel notar a linfoadenopatia periférica (TRINDADE et al., 2009). Séo frequentemente
observadas durante a evolucao clinica da VACV em humanos queixas de mialgia, cefaleia e
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artralgia, alem de linfadenopatia axilar, cervical e inguinal, assim como anorexia (TRINDADE
etal., 2003a; NAGASSE-SUGAHARA et al., 2005; LEITE et al., 2005; LOBATO et al., 2005;
DA SILVA et al., 2008; SCHTZMAYR et al., 2009; SILVA-FERNANDES et al.,2009;
MEGID et al., 2012; ASSIS et al., 2015).

Figura 11 — Les@es causadas pelo VACV em humanos

Em A, B e C ¢ possivel observar a evolugdo de lesdes no mesmo ordenhador de 30 anos: papula (A) e lesdes
ulcerativas (B) e linfangite periférica (C). Em D, E e F podem ser observadas lesdes nas maos (D e E) e olho (E)
em outros ordenhadores. Fonte: TRINDADE et al., 2009; MEGID et al., 2008; LIMA et al., 2018.

Nos bovinos acometidos, podem ser observadas lesGes nos tetos e Uberes como mostra
a figura 12. A presenca das lesdes nos tetos, podem favorecer o estabelecimento de infeccGes
secundarias, como mastites bacterianas, causando reducdo de até 50% na producdo de leite do
animal acometido (LOBATO et al., 2005; MADUREIRA, 2009; OLIVEIRA et al., 2013;
ASSIS et al., 2013). Nos bovinos, as infec¢des variam de relativamente benignas a graves,
sendo que o0s animais mais jovens apresentam maior morbidade. Comumente 0s bezerros sdo
infectados durante a amamentacao e apresentam lesdes no focinho, gengiva e mucosa oral como
podemos observar na figura 11 (LEITE et al., 2005; BORGES et al., 2017; MATOS et al.,
2018).
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Figura 12 — Les@es causadas pelo VACV em bovinos

A e B ¢ possivel observar lesdes nos tetos de vacas em lactacdo, em C lesdes na cavidade bucal e em D no focinho
de um bezerro de 6 meses de idade. Fonte: MEGID et al., 2008.

Nos focos de VB, é possivel observar a rapida disseminacdo da doenca nas
propriedades. Além desta rapida disseminacdo, investigacdes soroldgicas realizadas com
bovinos de areas endémicas para VACV demonstraram a circulagdo silenciosa do virus, uma
vez que, mesmo ndo sendo observada a doenca clinica nos animais, estes ensaios demonstram
0 contato prévio dos animais com o virus (BORGES et al., 2017).

No contexto das préaticas de manejo, estudos apontam episddios de surtos de VACV
tanto em propriedades que empregavam o método manual quanto 0 mecanico no processo de
ordenha. Ao longo destes 20 anos de emergéncia da VB no estado de Minas Gerais, estudos
foram conduzidos em diversas bacias leiteiras (BORGES et al., 2017, TRINDADE et al., 2014).

Estudos demonstraram uma taxa de acometimento da VB nos animais em lactacdo entre
25 e 30% na ordenha mecanica, enquanto em propriedades com ordenha manual, a porcentagem
de animais acometidos foi entre 80 e 100%. Entretanto, nestes estudos a grande maioria das
fazendas amostradas apresentavam ordenha manual (LOBATO et al., 2005; MADUREIRA,
2009; ASSIS et al., 2015; BORGES et al., 2017). Ademais, somente vacas em lactacdo e
bezerros amamentando em vacas doentes foram acometidas (LOBATO et al., 2005;
MADUREIRA, 2009).

Apesar dos varios casos ocorridos no estado, a doenga muitas vezes ndo é notificada. O
acometimento de pequenas propriedades rurais e de precario acesso médico, além da falta de
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conhecimento dos profissionais de salde sobre a VACV favorece a subnotificacdo dos casos
(TRINDADE et al., 2009; ASSIS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017).

Apesar da VB ser uma doenca zoonotica amplamente difundida pela regido do Serro-
MG, estudos realizados por Oliveira et al. 2017 demonstraram que 43,1% dos profissionais de
salde da regido nunca ouviram falar sobre a doenga, ndo conhecendo 0s sinais e sintomas
clinicos da infeccdo ocasionada por esse virus. Este fato nos sugere que os profissionais de
salde da regido ndo estdo preparados para lidar com individuos afetados durante surtos de VB,
0 que pode acarretar uma difusdo cada vez maior da doenca (OLIVEIRA et al., 2017).

Além da falta de conhecimento tanto por parte dos profissionais da salde quanto dos
produtores, é sabido que durante os surtos de BV, a ordenha € continuada e os produtos frutos
dela, comercializados normalmente, apesar do potencial de transmissdo do VACYV através do
leite e produtos lacteos (DE OLIVEIRA et al., 2010).

A presenca de DNA de VACYV e particulas virais infecciosas no leite de vacas lactantes
infectadas criou pelo menos duas hipoteses. A contaminagéo por virus pode ocorrer a partir de
lesbes exantematicas e crostas presentes nas tetas de vacas que poderia se soltar durante a
ordenha; ou pode ser originado de uma infeccdo sisttmica associada a viremia, dada a
proximidade relacdo entre a producdo de leite e o suprimento de sangue em a glandula mamaria.

Oliveira e colaboradores, 2015, demonstraram que vacas experimentalmente infectadas
com VACV apresentaram excre¢do do virus através do leite durante todo o curso clinico da
doenca, desde o estagio inicial correspondente a presenca de ulceracdo nos tetos, até o periodo
pos cicatrizacdo das lesGes, demonstrando a infec¢do persistente deste virus.

Deste modo, o estudo demonstrou que 0s bovinos experimentalmente infectados
excretam intermitentemente o virus desde o primeiro dia pés infeccdo até os 81° pos infeccéo,
independentemente do método pelo qual este leite foi coletado, seja manualmente ou através da
introdugdo de um cateter no dstio mamario, metodo o qual, a obtencdo de leite ocorreu de
maneira direta da glandula mamaria sem contato com as lesdes e crostas presentes no epitélio
do teto. Os autores demonstraram a deteccdo de DNA do VACV no leite obtido utilizando o
cateter, e em momentos em que as vacas nao apresentavam lesdes nos tetos, sugerindo que a
presenca de VACV no leite pode ser associada a uma infecgdo viral sistémica, devido a viremia,
como observado por Rivetti et al., 2013.

Rivetti et al., 2013 demonstraram em seus estudos a detec¢do do VACV em amostras
de sangue e fezes coletadas durante 67 dias pds-infeccdo. Em seus achados, estes autores
detectaram o DNA no sangue e nas fezes desses animais de forma intermitente, mesmo apés a

resolucdo das lesdes. Eles demonstraram ainda a detecdo e quantificagdo nos linfonodos
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mesentéricos e retromamarios, ileo, bago e figado destes animais. A deteccdo do DNA do
VACYV nas fezes por um longo periodo (até 67 dias pés infeccao) e nos 6rgaos linfaticos fornece
evidéncias sobre a eliminacdo do VACV e sugere que a infeccdo pelo VACV pode ser uma
infeccdo sistémica com curso cronico e disseminacéo viral pelas fezes. Além dos achados de
Rivetti e colaboradores, outros estudos como os conduzidos por Iketani e colaboradores em
2002, demonstram infecgdo persistente em bovinos infectados com parapoxvirus (IKETANI et
al., 2002).

1.3.3 VACV: Vias de infecgéo

A falta de compreensdo acerca da disseminacdo e propagacdo do VACV é em éareas
endémicas, levanta uma questdo: porque a prevaléncia de anticorpos € notavelmente elevada
em humanos, bovinos e outras espécies animais em regifes onde ocorreram surtos de VB,
mesmo quando ndo ha a doenca clinica, ou seja, durante a circulagdo silenciosa deste virus.

Como ja descrito anteriormente a VACV é caracterizada como uma zoonose
ocupacional, pois a transmissdo entre animais e seres humanos ocorre principalmente durante
0 processo de ordenha, através do contato direto com animais infectados. Contudo, diversos
estudos apontam outras vias alternativas de transmissdo para esse virus (OLIVEIRA et al.,
2017; REFELD et al., 2017, OLIVEIRA et al., 2015, RIVETTI et al, 2013).

No que tange a transmissdo entre 0s animais, estudos demonstram que a pratica da
administracdo de hormonio injetavel (ocitocina) para estimular a ejecdo do leite pode ser um
fator de transmissdo do virus entre os animais (BORGES et al., 2017). Essa circunstancia
decorre da reutilizagdo de agulhas entre os animais, 0 que induz a oportunidade de
contaminacgéo de frascos com vérias doses do horménio utilizado, o que pode servir como um
fomite para infeccdo por VACV. Borges et al., 2017, demonstraram em seus estudos a
correlacdo entre o0 uso de hormonios e consequentemente reutilizacdo de seringa a elevada
exposicdo ao VACYV, explicando a elevada soroprevaléncia anti-OPXV observada em seus
estudos. Neste mesmo estudo, os autores inferem que seria possivel que essa exposi¢ao a baixa
carga viral por esse tipo de fémite, poderia contribuir ainda para que 0s animais mesmo
infectados ndo apresentassem o quadro clinico da doenca, o que explicaria a alta
soroprevaléncia em alguns rebanhos, mesmo na auséncia de surtos de VB, proporcionando

assim para esses animais uma protecao contra casos graves da doenga.
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No que tange a contaminagdo de humanos, estudos conduzidos por Costa e
colaboradores avaliaram a soroprevaléncia de anticorpos anti-OPXV em 241 individuos na
regido rural do Serro-MG. Em seus achados, 0s autores detectaram uma positividade de 30,1%
entre a populacdo rural analisada. Dentre esses individuos com anticorpos anti-OPXV, 9,5%
ndo haviam sido vacinados contra a variola. Estes estudos demonstraram ainda a presenca de
DNA e altos titulos de anticorpos neutralizantes anti-OPXV no sangue de individuos que ndo
praticam qualquer atividade classica de exposicdo ao VACV como a ordenha de bovinos
(COSTA etal., 2015). Tais individuos com altos titulos de anticorpos neutralizantes anti-OPXV
no entanto, informaram serem consumidores assiduos de leite cru e queijo, demonstrando assim
um possivel papel do consumo desses alimentos como rota alternativa de transmissao do VACV
(COSTA et al., 2015; 2016).

Apesar da VB ser considerada classicamente uma zoonose ocupacional, pesquisas
revelam indicios de contagio em individuos que ndo mantém contato direto com bovinos, mas
compartilham o mesmo nucleo familiar de pessoas que mantém tal contato (ASSIS et al., 2013;
OLIVEIRA etal., 2014; COSTA et al., 2015). Em relacdo a transmissdo do VACV no ambiente
intrafamiliar, estudos procuram compreender o papel do consumo de leite cru e seus derivados
como rotas alternativas de transmissao. 1sso porque particulas de VACV foram isoladas do leite
de bovinos infectados e de animais com ou sem sinais de infeccdo em fazendas sem relatos
prévios de surtos de VB (ABRAHAO et al., 2009b; REHFELD et al., 2017).

Estudos conduzidos por Rehefeld e colaboradores (2017), demonstraram que particulas
de VACYV viaveis foram detectadas em leite experimentalmente infectado, mesmo apds este
produto ser submetido a diferentes tempos e temperaturas e até mesmo queijos submetidos ao
processo de maturacao por até 60 dias (DE OLIVEIRA et al., 2010; REHFELD et al., 2017).
Oliveira e colaboradores (2017), demonstraram a deteccdo de DNA do VACV em queijos
artesanais comerciais no Brasil. Do mesmo modo, estudos anteriores também analisaram a
viabilidade viral em leite contaminado experimentalmente e seus derivados, demonstrando que
consumo de queijo artesanal ja foi identificado como uma possivel nova via de transmisséo do
VACYV, como discutido durante um surto do virus buffalopox na india (GURAV et al., 2011;
COSTA et al., 2016; COSTA et al., 2015). Estes achados reforcam a hipotese de que o leite e
seus derivados podem estar relacionados a uma nova rota alternativa de transmissao do VACV,
sendo, portanto, um potencial risco para a satde publica humana.

Mas nem s6 para a populacdo humana essas possiveis rotas de transmissao apresentam
um risco potencial. Elas podem ser de extrema relevancia para a transmissao do virus e sua
disseminacdo de maneira geral. Isso porque, estudos demonstram que camundongos
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alimentados com queijo produzidos a partir de leite experimentalmente infectado com VACV
ndo apresentaram sinais clinicos de infecgdo, no entanto, apresentam sinais histopatolégicos e
anticorpos neutralizantes contra OPXV detectados, além da possivel deteccdo do DNA viral em
amostras de 6rgaos como figado, fezes e sangue (REHFELD et al., 2015).

Compreender o papel da estabilidade de particulas infecciosas de VACV e DNA séo de
extrema importancia no que tange a manutenc¢do ambiental. Abrado et al., 2009, demonstraram
a estabilidade duradoura do VACV nas fezes murinas de camundongos experimentalmente
infectados por via intranasal e reforcando a ideia de que a matéria fecal pode representar uma
fonte potencial de virus circulante entre roedores. Todavia, na atualidade existem poucos dados
disponiveis a respeito das vias de excre¢do dos poxvirus, e ainda permanece desconhecida a
importancia da via de transmiss&o horizontal do VACV (TRINDADE et al., 2007; ABRAHAO
et al., 2008; DRUMOND et al., 2008).

Assim, a propagacdo e manutencdo de particulas infecciosas na natureza representam
um grande desafio para os pesquisadores que visam solucionar ou pelo menos minimizar esta
circulagio (MAIBORODA, 1982). Oliveira e colaboradores (2017), descreveram algumas
destas possiveis rotas de infeccdo pelo VACV. Em seus estudos, os autores sugeriram a
participacdo de muitos outros hospedeiros na cadeia de transmissdo do VACV bem como

formas adicionais de transmissdo zoonotica deste virus, tanto no ambiente rural quanto urbano.
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Figura 13 — Rotas hipotéticas e reportadas de transmissao do VACV
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A imagem, demonstra a participacdo de diversos grupos de animais em diferentes ciclos de manutencdo da VB,
sendo a transmissdo entre ambientes rurais, silvestres e urbanos. A transmissdo ocorre por diferentes vias, sendo
elas através de excretas, predacdo, contato direto entre animais e consumo de produtos lacteos. Fonte: OLIVEIRA
etal., 2017.

Estudos realizados com Mus musculus (camundongos Balb/c) experimentalmente
infectados, sugerem que as fezes possam ser relevantes para a circulagdo viral entre roedores.
Ferreira e colaboradores (2008), demonstraram que camundongos sentinelas expostas as
excretas contaminadas com VACYV se infectaram e eliminaram particulas e DNA viral em suas
fezes, por pelo menos 30 dias pos-infeccdo. Cargnelutti e colaboradores (2012), utilizaram
amostras isoladas de VACV durante um surto envolvendo somente equinos com lesfes cutaneas
graves, inoculado coelhos brancos da Nova Zelandia, como resultado detectaram o DNA nas
fezes desses animais em dias alternados durante 30 dias.

Outros estudos também evidenciaram a excrecdo viral nas fezes para hospedeiros
infectados por outros OPXV como o CPXV, MPXV, e o ECTV (GLEDHILL, 1962;
MAIBORODA, 1982, WALLACE & BULLER, 1985; HUTSON et al., 2009). Em um estudo
sobre vias de excrecdo com OPXYV realizado por Martina e colaboradores (2006), os autores
demonstraram que 0 virus estava se espalhando ativamente na populacdo de ratos marrons
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selvagens e que possivelmente estes foram os responsaveis por infectar macacos em cativeiro,
demonstrando que os primatas ndo humanos também poderiam servir de hospedeiro para este
virus na natureza.

Maiboroda, em1982, em estudos com os roedores Rattus novergicus observaram uma
alta de morbidade e mortalidade po6s infecdo. Contudo, 0s animais sobreviventes,
permaneceram eliminando o virus nas fezes, por mais de 30 dias, comprovacdo esta realizada
através da observacdo de lesdes hemorrdgicas em membranas corioalantdides, apos a
inoculacdo do material bioldgico em ovos embrionados de galinha.

Estudos mais recentes realizados por Abrah&o e colaboradores (2009), demonstraram que
as particulas infecciosas do VACV foram detectadas nas fezes de camundongos infectados por
via intra nasal, expostos a temperatura e umidade do ambiente, por 20 dias ap6s a exposi¢cao
ambiental, enquanto o DNA viral foi detectado até 60 dias apds a exposicdo ambiental,
reforcando a ideia de que a matéria fecal pode representar uma fonte potencial de virus
circulante entre roedores.

Do mesmo modo, estudos conduzidos por D'Anunciacdo e colaboradores (2012) em
modelo murino, detectaram particulas infecciosas nas fezes de camundongos que se infectaram
a partir do contato com fezes bovinas contaminadas. Este estudo, em particular, demonstra que
se 0 modelo de transmissao realizado puder ser aplicado a ambientes naturais, a exposicado a
fezes bovinas pode ser considerada um fator de risco para a disseminacdo do VACV;
consequentemente, o uso tradicional de esterco bovino como fertilizante em atividades
agricolas pode estar promovendo a infeccdo de roedores e estes por sua vez poderiam
disseminar o virus para outros mamiferos no ambiente silvestre.

1.3.4 Importancia das espécies silvestres na disseminac¢do do VACV

N&o obstante tenham decorrido mais de duas décadas desde a emergéncia do VACV no
Brasil, investigacOes persistem no propoésito de alcancar uma compreensdo aprofundada e
esclarecedora das espécies que participam ativamente na cadeia de transmissdo deste virus,
assim como de sua dindmica de manutencdo na natureza. O escopo desses estudos abrange
andlises desde as interacBes ecoldgicas, fatores ambientais e caracteristicas bioldgicas
associadas ao VACV, buscando elucidar ndo apenas os vetores diretos, mas também os
mecanismos subjacentes a persisténcia do virus no ambiente natural. Estudos que visam
preencher e elucidar estas lacunas vém sendo intensificados nas ultimas décadas,
principalmente a partir do ano 2010 (FONSECA et al., 2011; DOMINGOS et al., 2022;
TRINDADE et al., 2006; TRINDADE et al., 2008; TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et
al., 2008). Assim, varios estudos demonstraram evidéncias moleculares e soroldgicas da



circulacdo do VACYV entre as espécies silvestres confirmando o amplo espectro de hospedeiros
japropostos do VACV (LIMA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2017; TRINDADE et al., 2008).

Estudos conduzidos por Miranda e colaboradores (2017) e Martins da Costa e
colaboradores (2020), identificaram a presenca de anticorpos anti-OPXV e/ou DNA do VACV
em pequenos mamiferos residentes em ambientes silvestres. Entre as espécies avaliadas
incluiam-se roedores, marsupiais e quiropteros, o que corrobora a hipotese de que mamiferos
selvagens constituem possiveis reservatérios naturais do VACV, desempenhando, dessa forma,
um papel ativo na sua cadeia de transmissdo. Além dos estudos anteriormente mencionados,
Peres e colaboradores (2018), realizaram a detec¢do molecular do gene vgf em marsupiais que
habitam ambientes silvestres, evidenciando, desta forma, a possivel presenca e circulacdo do
VACV nesse cenario natural. Essa descoberta contribui para a crescente compreensdo da
ecologia do VACYV e reforca a ideia de que a interacdo entre o virus e a fauna silvestre pode
desempenhar um papel relevante na dindmica de transmissdo do virus fora do contexto agricola
e pecuario.

Em seu trabalho, Lima e colaboradores (2019), delinearam a historia natural do VACV
no contexto brasileiro ao longo do tempo, fundamentada na descricdo de novos hospedeiros
para este virus. Este estudo destacou a deteccdo do VACV em animais silvestres,
proporcionando uma compreensao mais abrangente e detalhada da ecologia do virus e de sua
possivel disseminacdo em populacGes ndo domesticadas.

Figura 14 — Linha do tempo identificando novos hospedeiros do VACV no Brasil
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(grupo 1), respectivamente. Os anos para cada estudo séo indicados ao longo da linha do tempo. Fonte: Lima et
al., 2019.

Roedores e marsupiais tém sido alvo de significativa aten¢do em pesquisas voltadas para
a compreensdo do papel desempenhado por animais silvestres na disseminagdo do VACV na
natureza. Tal destaque decorre da possibilidade de que o contato dessas espécies com as fezes
de bovinos infectados em ambientes peridomésticos propicie a sua propria infeccdo. Esses
animais, por conseguinte, poderiam assumir a funcao de disseminadores do VACV no ambiente
silvestre, contribuindo para a complexidade da dindmica de transmissdo do virus nesse contexto
especifico (ABRAHAO et al., 2009; D’ANUNCIACAO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2018).
Contudo, para além dos roedores e marsupiais, investigacées tém sido conduzidas visando
elucidar a contribuicdo de outras espécies animais silvestres no referido processo de
disseminacéo do virus.

Abrahdo e colaboradores (2010), conduziram uma pesquisa em uma regido de
transbordamento no estado do Tocantins, com o objetivo de avaliar a propagagdo do VACV
entre animais silvestres. Tal iniciativa foi motivada pela observacdo de que estudos
preexistentes se limitavam a descricdo da circulacdo do VACV em sua maioria entre roedores
silvestres. No presente estudo, foram avaliados macacos-prego, macacos-pretos quatis, cutias,
gambas, tatus, tamanduas e raposas cinzentas. Vale ressaltar que todos os animais capturados
ndo mantiveram contato prévio com individuos humanos ou gado leiteiro. Diante da extensa
gama de animais silvestres analisados, os pesquisadores demonstraram uma soroprevaléncia
significativamente elevada de anticorpos anti-OPXYV nos primatas ndo humanos analisados. Em
seus resultados observou-se uma soroprevaléncia de 4,1% em macacos-prego e de 25,9% em
macacos-pretos.

Os achados de Abrah&o e colaboradores (2010), suscitam a possibilidade de que outras
espécies animais, para além dos roedores, possam desempenhar um papel relevante na
manutencdo do VACV no ambiente silvestre. Especificamente, destacam-se 0s primatas nao
humanos como potenciais contribuintes para a dinamica de persisténcia do VACV no cenario
silvestre.

1.4 Producdo de leite e derivados no estado de Minas Gerais

A atividade leiteira representa um elemento de extrema importancia no contexto do
agronegocio brasileiro, destacando-se o estado de Minas Gerais como 0 mais proeminente em
termos de volume de producdo, ocupando a posicdo de lideranca entre as diversas unidades
federativas do pais. A trajetoria da producéo de leite nesse estado remonta ao periodo colonial
brasileiro e mantém-se vigente até os dias atuais, situando-se como a mais significativa em
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escala nacional (DA SILVA FILHO & FIGUEIRA, 2019).

Além da atividade primaria de producéo de leite, o estado de Minas Gerais se destaca
como a principal regido produtora de produtos lacteos no contexto nacional. No ano de 2015,
sua participacdo na producdo total do pais alcangou expressivos 26,1%. Uma analise mais
detalhada da distribuicdo geografica dessa producdo revela uma notavel heterogeneidade
espacial (LEMOS et al., 2003; PEROBELLI, ARAUJO JUNIOR, CASTRO, 2018; ALVES &
GALDONFI, 2023).

Dados mais recentes, demonstram que no ano de 2020, o Estado de Minas Gerais
desempenhou um papel preponderante na producgéo nacional de leite, respondendo por 27,345%
do total, conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Essa
expressiva contribuigdo consolidou sua posi¢do como o principal produtor entre os estados,
totalizando 9,69 bilhdes de litros de leite. Além da contribuicdo quantitativa, Minas Gerais
sobressaiu ao apresentar o maior valor agregado ao produto. No referido ano, a producdo leiteira
contribuiu significativamente para a arrecadacao estadual, totalizando 16,0 bilhdes de reais,
representando um incremento de 38,9% em relacdo ao exercicio anterior. Esses resultados
ressaltam a posicdo proeminente do estado ndo apenas no contexto da producéo leiteira em
volume, mas também na geracdo de valor econdmico associado a esse importante segmento
agroindustrial (IBGE, 2020; EMBRAPA, 2021).

Tabela 3 — Participagéo do estado de Minas Gerais liderando o ranking de maior produtor de leite do
Brasil nos anos de 2019/2020

VOLUME ADQUIRIDO VARIAGAO (MILHOES PARTICIPACAO

ESTADOS (BILHOES LITROS) LITROS) (%)
2019 2020 2020/2019 2020
Minas Gerais 6,285 6,509 224 255
Parana 3,308 3,480 173 13,6
Rio Grande do Sul 3,255 3,317 62 13,0
Santa Catarina 2,761 2,884 124 11,3
Sao Paulo 2,786 2,728 -58 10,7
Goias 2,636 2,500 -137 9,8
Rondonia 0,620 0,636 16 2,5
Bahia 0,462 0,565 103 2,2
Rio de Janeiro 0,524 0,507 -17 2,0

Mato Grosso 0,506 0,480 -26 1.9%
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Figura 15 — Mapa da producéo leiteira do estado de Minas Gerais
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Mapa indicando os valores da producdo em mil litros de acordo com cada regido geogréfica. Fonte: IBGE, 2021.

Conforme a Pesquisa Trimestral do Leite, realizada e divulgada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), os dados indicam que aproximadamente 72,2% da producao
leiteira, equivalente a 25,6 bilhdes de litros, foi comercializada por estabelecimentos com
inspecdo sanitaria. Essa propor¢do sugere que essa parcela do produto foi submetida a algum
processo de industrializacdo. Os restantes 27,8% da producéo foi destinada ao consumo interno
das familias produtoras e comercializacao direta ao consumidor final, sem passar por qualquer
tipo de tratamento ou processamento térmico. Ainda de acordo com o instituto, o valor médio
pago aos produtores pelo litro do leite registrou um aumento significativo de 28,9% no ano de
2020, atingindo a marca de R$1,59 por litro. Esse incremento resultou em um aumento de
30,8% no valor total da producao leiteira no estado, alcancando R$56,5 bilhdes em comparacao
com o ano de 2019. Tais dados refletem a relevancia substancial desse produto para a economia
do estado (IBGE, 2021).

Diante desse contexto, é possivel inferir que 0 VACV pode exercer influéncia sobre a
producgéo de leite no estado, tanto por meio direto no que tange a atividade leiteira, como
também pelo impacto que exerce nas comunidades consideradas vulneraveis. Essa constatacdo
denota a complexidade dos fatores interligados entre a presenca do VACV, a producdo leiteira
e as populagdes suscetiveis, destacando a necessidade de uma abordagem abrangente na analise
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dos impactos desse virus sobre a economia agricola e a saude publica no referido estado
(LOBATOcetal., 2005; BORGES etal., KROON et al., 2011; MATOS et al., 2018). Em virtude
da limitada compreensao por parte dos produtores acerca da doenca e da inexisténcia de exames
especificos para o diagndstico preciso do agente etioldgico responsavel pelas lesdes em
bovinos, a enfermidade frequentemente passa despercebida ou € incorretamente categorizada
como mastite (COSER, LOPES & COSTA, 2012).

A mastite é caracterizada como um processo inflamatorio da glandula mamaria e,
etiologicamente, representa uma doenca complexa de natureza multifatorial, envolvendo
diversos patdgenos, assim como fatores ambientais e intrinsecos ao animal (COSER; LOPES
& COSTA, 2012). Diversos estudos evidenciam que a mastite pode resultar em perdas de até
70% na producdo de leite (SANTOS, 2012). Nesse contexto, presume-se que uma por¢ao
significativa dessas perdas possa ser atribuida a VB, particularmente em regides produtoras de
leite onde a presenca do VACYV ja foi detectada (LOBATO et al., 2005).

1.5 Queijo Minas, patriménio cultural e fonte de renda dos mineiros

Em virtude da extensa producdo de leite no estado de Minas Gerais, este também
emergiu como um relevante produtor de queijo. Historicamente, o setor pecuario no Brasil
experimentou um periodo de notavel expansdo durante o auge dos engenhos de aclcar e da
exploracdo mineral. Contudo, foi somente a partir do século XVIII, com o surgimento de
povoados que apresentavam condi¢des propicias, como altitude e clima favoravel, que a
producdo queijeira alcancou seu desenvolvimento substancial (NETTO, 2014).

A produgdo historica de queijo em Minas Gerais ocorreu concomitantemente a
colonizacdo da capitania e a atividade de mineracdo do ouro. Neste contexto, 0s registros
contidos na historiografia colonial brasileira, relacionados a histéria da pecuaria durante o
periodo de colonizacdo dos sertdes, fornecem dados e informacdes historicas pertinentes a
producdo e consumo de queijos artesanais na regido da antiga capitania de Vila do Principe,
correspondente ao atual municipio de Serro em Minas Gerais (NETTO, 2014; MENESES,
2000).

A producdo de queijo na entdo capitania de Vila do Principe foi, predominantemente,
motivada pela dificuldade de escoamento da producdo de leite nas propriedades da regiao.
Diante dessa circunstancia, a abundante quantidade de leite gerada nas fazendas necessitava de
uma aplicacdo e, consequentemente, passou a ser empregada na fabricacdo de queijos
artesanais. Em razdo da considerdvel escala de produgdo em comparagdo ao consumo local,
essa pratica deu origem aos queijos maturados, uma vez que parte significativa da producéo
ndo era consumida e comercializada de imediato. Essa transicdo na producéo de queijos reflete
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a necessidade de gerenciar o excedente de leite de maneira pratica e econdmica na regiao
historica da capitania de Vila do Principe (NETTO, 2014).

A producao se intensificou e se tornou ainda maior apds o esgotamento da mineracéo
no estado. A escassez resultante da exaustdo da mineragéo, que até entdo constituia a principal
fonte econdmica regional, incentivou a ampliagdo da producdo de queijo como uma nova fonte
de renda. Por este motivo, as fazendas comecaram a produzir o queijo em escalas cada vez
maiores e o “Queijo Minas” se tornou uma das atividades para diversificar a economia mineira
se tornando mais que um produto, uma tradi¢do que perdura até os dias atuais (FONSECA,
2011; NETTO, 2014).

Figura 16 — Instrumentos utilizados para fabricacéo de queijo minas artesanais

Acervo presente no museu do queijo na cidade do Serro em Minas Gerais. Fonte: IEPHA, 2016.

Dados recentes referentes ao ano de 2020 indicam que o Brasil registrou uma producéo
total de 1,2 milhdo de toneladas de queijo, conforme informac6es fornecidas pelo Sindicato da
Industria de Laticinios de Minas Gerais (Silemg). Desse volume, 40% originaram-se do estado
de Minas Gerais. Além da distribuicdo nacional, uma parcela significativa dessa producao foi
destinada ao mercado internacional, contribuindo para as exportagdes brasileiras de queijo que,
no mesmo ano, geraram uma receita total de 76 milhdes de dolares. Esses dados evidenciam a
relevancia da produgdo queijeira brasileira, particularmente destacando a significativa
contribuicdo do estado de Minas Gerais para esse cenario (SILEMG, 2022; EMATER-MG,
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2022).

Originario da fabricacdo caseira, 0 queijo Minas é atualmente um dos queijos mais
produzidos comercialmente (FERREIRA et al. 1992; MONTEIRO & DA MATTA, 2018). O
renome do "Queijo Minas" ndo se estabeleceu ao acaso, mas devido a qualidade e sabor frente
aos demais tipos de queijos produzidos no Brasil. Gragas ao apelo regional que carrega consigo
e por ser um importante ingrediente gastrondmico das receitas tradicionais da culinaria mineira,
sua caracteristica como importante fonte nutricional, em qualquer fase da vida, tornou-se um
elemento parte da alimentacdo do brasileiro (MONTEIRO & DA MATTA, 2018).

Figura 17 — Atuais Regides Produtoras de Queijo Minas Artesanal
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Mapa de Minas Gerais indicando as regifes produtoras de queijo artesanal. Fonte: EMATER, 2021.

A producdo do Queijo Minas Artesanal (QMA) a partir de leite cru constitui uma pratica
tradicional em diversos municipios do estado de Minas Gerais. Essa atividade ndo apenas
desempenha o papel de principal geradora de renda em varias regifes do estado, mas também
incorpora consigo uma significativa dimensao de identidade sociocultural. O QMA, além de
seu papel econémico, desempenha um papel crucial na preservacao e transmissdo das tradicGes
locais, refletindo-se como uma expressédo tangivel da riqueza cultural e historica deste produto
(FURTADO, 1980; DAS DORES & FERREIRA, 2012).

O QMA alcancou mais reconhecimento e destaque com a promulgacao da Lei estadual
14.185, datada de 31 de janeiro de 2002, e sua subsequente regulamentagdo pelo Decreto
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estadual 42.645, de 05 de junho de 2002. O primeiro artigo desta legislacdo estabelece que: “E
considerado Queijo Minas Artesanal 0 queijo que apresente consisténcia firme, cor e sabor
préprios, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecanicas,
confeccionado a partir do leite integral de vaca fresco e cru, retirado e beneficiado na
propriedade de origem” (Lei n° 14.185 de 31/01/2002). Posteriormente substituida pela lei N°
23157 de 18/12/2018 que dispde sobre a producédo e a comercializagdo dos queijos artesanais
de Minas Gerais.

O QMA voltou a ser destaque apos a edicdo de um dossié, que tinha como objetivo
conceder a este produto o status de patrimonio imaterial do estado, visando sua maior
notoriedade e assim sua valorizacao e atencdo ao seu produtor. Este dossié originou-se na regido
municipio do Serro, e posteriormente foi apresentado ao governo mineiro, acarretando uma
campanha para que ocorresse o tombamento do QMA, o qual mais tarde foi realizado pelo
Instituto Estadual do Patrimdnio Historico e Artistico de Minas Gerais (IEPHA-MG).

Tendo o municipio do Serro como exemplo, na sequéncia, outras regides também
pleitearam 0 mesmo titulo estendendo-o para o @mbito nacional, por meio do Instituto do
Patriménio Historico e Artistico Nacional (IPHAN). Mais tarde um feito ainda maior foi
alcancado, obtendo 0 QMA o titulo de Patriménio Imaterial na Conven¢do da UNESCO.

Com a consolidacdo do QMA na esfera sociocultural e o papel fundamental
desempenhado pela regido do Serro em sua ascensdo nacional, a area conquistou o selo de
indicacdo geogréafica. Esse selo, confere uma valorizacdo adicional ao QMA produzido nessa
regido, ressaltando ndo apenas a qualidade do produto, mas também a importancia das
caracteristicas geogréaficas e das praticas locais em sua producao. A obtencdo do selo ndo apenas
atesta a autenticidade e a tradicdo associadas a este produto, mas também contribui para
preservar suas caracteristicas vinculadas a sua origem. Além disso, este selo serve como um
meio de protecdo e promocdo, fortalecendo o prestigio do produto e sustentando

economicamente a regido, enquanto preserva sua heranca cultural (NETTO, 2011).
1.5.1 A importéancia do QMA para a economia da regido do Serro-MG

A importancia do QMA na economia da regido do Serro ndo € algo recente. Dados
histéricos como um inventario de uma abastada familia do arraial do Tijuco datado de 1793
mostram ndo sé os habitos de consumo deste produto pela familia na referida época, mas
demonstra a importancia da producao do queijo e sua comercializagdo na regido do Serro ja na

segunda metade do século XIX (MENESES, 2000). Outras fontes historicas, como o relato de
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viagens pelo Brasil do autor Suzannet, no periodo entre 1842-43, indicam que, na década de
1840, os municipios do Serro e de Concei¢cdo do Mato Dentro j& eram responsaveis por uma
producdo significativa de queijo. Este ndo apenas visava atender a demanda local, mas também
abastecer outras localidades mais distantes, incluindo a entéo capital do Brasil, o Rio de Janeiro
(SUZANNET, 1846).

Atualmente, estima-se que o QMA seja produzido em aproximadamente 6.000
propriedades na regido do Serro-MG, no entanto, apenas 756 propriedades estdo devidamente
registradas nesta atividade, sendo localizados nos municipios de Alvoradas de Minas,
Conceicao do Mato Dentro, Dom Joaquim, Materlandia, Paulistas, Rio Vermelho, Sabinépolis,
Santo Antdnio do Itambé, Serra Azul de Minas, Coluna e Serro. O municipio do Serro e 0s
municipios vizinhos possuem na atualidade uma producdo média diaria de aproximadamente

10.000 queijos, com volume de 110 litros de leite por propriedade (Sertdo Brés, 2017).

Figura 18 — Municipios produtores de queijo pertencentes a microrregido do Serro

V" ™ Rio Vermelho Colung|

) S . / 3

serraAzul'dé Minas~ . 24X 4 J
; : {1

“ )

Bgm Joaquin

~ "W \ ‘Materi§ndia Paulistas
Santo Antonio do Ttambg ™., . [ 4 ¢ -
" . o' ¢ -y
W . .
PR RN
Serrp oy e
g ¢ )
B . ,.:', ');' :')7‘ ;S.,t:nrn,;.m\s
N\ 2
VIS A
y/ Alvorada de M!f}f;'_" :
7 / 1 0 )4 €
i ! Graus Decimais
2 ig . :
f % ConceigBo do Mato Dentra’ .
e - 4 -
vy~ % ™
\\ /
»AP 4
% e
N~
W
o W 200 bew
T —

Mapa indicando os municipios produtores de queijo minas artesanal na microrregido do Serro em Minas Gerais
Fonte: Modificado de Emater, 2023.

De acordo com dados da Associagdo dos Produtores Artesanais do Queijo Serro
(APAQS) sédo produzidos cerca de 30.000 litros de leite por dia na regido, que sdo destinados a
producdo de queijos artesanais. A grande escala de producdo é comercializada com o auxilio
da Cooperativa dos Produtores, responsavel por distribuir o queijo artesanal por todo Brasil. A
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cooperativa auxilia na comercializa¢do dos queijos por diversos meios, sendo eles lojas fisicas,
e-commerce e possui ainda um centro de distribuicdo localizado na Central Estadual de
Abastecimento (Ceasa) localizado na cidade de Belo Horizonte-MG, responsavel pela ampla
distribuicdo do produto (APAQS, 2017). De acordo com a Prefeitura do municipio de Serro-
MG, o0 QMA desempenha um papel preponderante na economia local, contribuindo com 60%
da renda municipal. Esta atividade gera uma receita diaria de 120 mil reais para 0 municipio e
sua regido circunvizinha.

1.5.2 QMA: a preocupacdo sanitaria por tras do processo de producédo e o impacto do VACV

neste produto

Devido ao seu destaque e pelo inigualavel sabor, 0 QMA passou a ser amplamente
difundido pelo pais e, atualmente, pode ser adquirido em todos os estados brasileiros e inclusive
em outros paises ao redor do mundo (ARAUJO et al., 2020). Com a ampla comercializagio do
QMA, as autoridades de salde manifestaram preocupacdes relacionadas a qualidade do
produto. 1sso se deve ao fato de que as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), resultantes
da ingestdo de alimentos e/ou &gua contaminados por microrganismos patogénicos,
representam atualmente um dos problemas de salde publica mais recorrentes no cenario
mundial contemporaneo (SVS, 2017).

Dessa maneira, a producdo do queijo artesanal, obtido a partir de leite cru, passou a ser
sujeita a regulamentagdes com o objetivo de assegurar um produto seguro para a populagéo.
Uma das primeiras iniciativas nesse sentido foi a promulgacéo da Instrucdo Normativa N° 57,
datada de 15 de dezembro de 2011, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) que estabelece critérios adicionais para elaboracdo de queijos artesanais (BRASIL,
2011).

Devido a algumas lacunas identificadas em seu processo de producéo e considerando
sua notoriedade a nivel nacional, a Secretaria de Estado da Agricultura de Minas Gerais
(SEAPA), por intermédio do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) e a Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER-MG), demandam
que os produtores rurais das regides tradicionalmente produtoras do QMA fagam parte do
Programa de Melhoria do Queijo Minas Artesanal. Neste contexto, conforme discutido por
Santana e colaboradores (2008), em determinados cendrios, a obtencdo do leite ocorre em
condi¢Bes higiénico-sanitarias precérias, resultando em uma elevada presenca de
microrganismos. Essa situacdo configura-se como um risco a saude publica. Nesse sentido,
torna-se indispensavel adotar medidas rigorosas de higiene ao longo de todo o processo, desde
a etapa de ordenha até a obtencdo do produto final, a fim de garantir a seguranca sanitaria do
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leite e de seus derivados.

Este programa, sob a gestdo da EMATER-MG, tem como propoésito a organizagdo dos
produtores com vistas a aprimorar e padronizar seus produtos, alinhando-os as normativas
vigentes de producéo, higiene e comercializacdo. Este esfor¢o culmina na elevacdo da qualidade
dos queijos e, por conseguinte, na obtencdo de certificacdo. Adicionalmente, o referido
programa busca proporcionar, sobretudo aos pequenos produtores, uma alternativa adicional
para a comercializacdo de seus produtos, resultando em uma valorizagdo agregada e
contribuindo para a melhoria da qualidade de vida das familias produtoras (NETTO, 2011).

Nesse contexto, as Boas Praticas Agropecudrias (BPA) desempenham um papel
fundamental ao garantir a adequacao e a seguranca do leite e seus derivados para 0 consumo
humano. Dentre as medidas indispensaveis, destacam-se a manutencdo da sanidade animal, a
implementacdo de praticas higiénicas durante o processo de ordenha, o armazenamento do leite
sob condicdes sanitarias apropriadas, bem como a utilizacdo de equipamentos adequados tanto
para a ordenha quanto para 0 armazenamento do leite. Essas praticas se revelam essenciais para
assegurar a integridade e qualidade do produto final, contribuindo, assim, para a preservagao
da satde publica (FAO e IDF, 2013).

Essas iniciativas sdo extremamente relevantes, uma vez que, conforme dados da
Secretaria de Vigilancia em Sadde (SVS) do Ministério da Saude, produtos lacteos, como o
leite e seus derivados, figuram entre os principais alimentos implicados em surtos de DTAS,
conforme atestado por um levantamento abrangendo o periodo de 2007 a 2018. Essa
constatacdo ressalta a importancia critica de se implementar medidas efetivas de controle e
seguranca ao longo da cadeia produtiva desses alimentos, visando mitigar riscos a sadude publica
(SVS, 2017).

Deste modo, o VACYV se torna uma fonte de preocupacdo frente a comercializacao e
consumo do QMA. Isso porque, Oliveira e colaboradores, em 2017, demonstraram em seus
estudos a deteccdo do VACV em queijos comerciais em um grande centro urbano do pais.
Rehfeld e colaboradores (2017) também demonstraram a detec¢do de DNA viral do VACV em
queijos maturados experimentalmente infectados pelo VACV, mesmo submetidos & maturagdo
por 60 dias. Outros achados relevantes neste sentido, foram os obtidos pelos estudos conduzidos
por Oliveira e colaboradores (2017) que investigaram e quantificaram o DNA do VACV, bem
como a presenca de particulas virais infecciosas em amostras de coalhada, soro de queijo e leite
pasteurizado produzido a partir do leite de vacas inoculadas experimentalmente com VACV. O
DNA do VACV foi detectado em amostras de queijo e leite pasteurizado em diferentes
momentos, mesmo apos a resolucdo das lesdes tipicas causadas pelo VACV, que ocorreu apds
22 dias pds-infeccdo, em média. Além disso, foi possivel detectar particulas virais infecciosas
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em amostras de queijo em dias alternados até 27 dias pds infeccdo. A presenga de DNA do
VACYV e de particulas virais infecciosas em amostras de queijo ao longo do curso clinico da
VB e mesmo apds o desaparecimento dos sinais clinicos tipicos da doenca chama a atencédo
para o risco associado ao consumo do queijo.

Esses achados sdo de grande relevancia e vao de encontro aos estudos conduzidos por
Oliveira e colaboradores realizados em 2013 em que 0s pesquisadores identificaram a excre¢ao
do virus do VACV até o 81° dia pos-infeccdo, mesmo na auséncia de lesGes clinicamente
aparentes nos bovinos. Além disso, Rivetti e colaboradores (2013) também documentaram a
deteccdo do DNA do VACYV no leite, obtido por meio da utilizacdo de um cateter introduzido
na glandula mamaria. E relevante destacar que tais deteccbes ocorreram em momentos nos
quais as vacas ndo apresentavam lesdes nos tetos, indicando uma possivel associacdo entre a
presenca do VACV no leite e uma infecgdo viral sistémica. Esses achados contribuem de
maneira substancial para a compreensdo da dindmica da disseminacdo do VACV em bovinos e
ressaltam a importancia de considerar a excrecdo viral além do periodo de manifestacéo clinica
visivel.

Nesse contexto, é imprescindivel considerar o VACV como um potencial fator de risco
para a saude publica. A razdo para tal preocupacdo incide na possibilidade de QMA e outros
derivados lacteos servirem como fonte de transmisséo do referido virus, emergindo como uma
via de entrada para infeccdo em populacGes urbanas. Diante desse cenario, a avaliacdo
meticulosa da circulacdo do VACV em regides dedicadas a producdo de queijo e leite assume
uma importancia crucial no que tange a satde publica. Esta analise ndo apenas permite uma
compreensdo mais abrangente dos potenciais riscos associados a disseminacao do virus por
meio de produtos lacteos, mas também sinaliza a necessidade da implementacdo de estratégias
efetivas de controle e monitoramento em ambientes de producdo e distribuicdo desses
alimentos. A abordagem proativa e aprofundada dessas questdes contribuira substancialmente
para a mitigacdo do risco de transmissao do VACYV e, por conseguinte, para a preservagédo da
salde publica (REHFELD et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

1.6 Tratamento térmico do leite: Inativagdo do VACV atraves do calor

A producdo de queijos representa uma das atividades mais significativas dentro da
industria de produtos lacteos. No Brasil, os tipos de queijos mais consumidos incluem os minas
frescal e a mucarela, sendo que a fabricacdo destes se concentra predominantemente em
estabelecimentos de pequeno e médio porte localizados nas regides Sul e Sudeste do pais
(BARROS et al., 2004). O QMA especialmente o tipo frescal devido a sua elevada umidade e
a grande manipulacdo durante o processo de fabricacdo e ser elaborado a partir do leite cru
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confere ao produto condigdes propicias para a contaminacao, sobrevivéncia e multiplicagdo de
microrganismos (CAMARA et al., 2002).

Inimeros autores tém demonstrado a presenga de microrganismos patogénicos em
queijos destinados ao consumo, com énfase especial aqueles produzidos a partir do leite cru,
destacando, assim, a relevancia do controle da qualidade desses produtos (BORGES et al.,
2003; ZAFFARII et al., 2007; CARVALHO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015). Contudo, é
notvel a escassez de informacdes na literatura acerca de doencas virais transmitidas por meio
de alimentos lacteos. As infecgbes virais provenientes da contaminacdo de produtos lacteos
permanecem subestimadas em comparacdo com 0s surtos alimentares atribuidos a origens
bacterianas (SILVA & LAVINAS, 2010).

De maneira geral, o leite proveniente da glandula mamaria de animais saudaveis nao
abriga microrganismos patogénicos, como bactérias ou virus prejudiciais a saide humana.
Contudo, em circunstancias nas quais o animal apresenta uma infeccdo sistémica ou intra-
mamaria, ha a possibilidade de que tais microrganismos sejam excretados concomitantemente
ao leite no decorrer do processo de ordenha. (LEJEUNE & RAJALA-SCHULTZ, 2009).
Adicionalmente, é relevante notar que o leite pode sofrer contaminacdo por meio de fomites
durante o processo de ordenha. (OLIVER et al., 2005; LEJEUNE e RAJALASCHULTZ,
2009).

O tratamento térmico demonstra eficicia na inativacdo de microrganismos, embora sua
efetividade varie conforme a resisténcia de cada agente. Notavelmente, a literatura cientifica
apresenta uma lacuna significativa em relacdo aos estudos especificos sobre o processamento
térmico do leite no que tange aos virus. Uma das principais técnicas de processamento térmico
aplicadas ao leite é a pasteurizacdo, que implica a manutencdo do produto a temperaturas entre
62 e 65 °C por um periodo de 30 minutos. Esse procedimento é habitualmente conduzido em
tanques, nos quais o leite é submetido a agitacdo mecénica ao longo de todo o processo (Brasil,
1952). Embora néo seja adotado em escala industrial, este processo pode ser empregado em
laticinios de pequeno porte para o abastecimento publico ou para producéo de derivados lacteos,
de acordo com a IN 51 de 18 de setembro de 2002 (Brasil, 2002).

Estudos conduzidos por Oliveira e colaboradores (2010), demonstraram gque amostras
de leite experimentalmente infectados submetidas a pasteurizagéo lenta foram positivas para o
DNA de VACV. Os autores demonstraram que a deteccdo do DNA do VACV no leite se
estendeu além do periodo de resolucdo das lesdes, que ocorreu em média, no 22° dia pds
infeccdo. Os autores demonstraram ainda que foi possivel observar um aumento progressivo da
concentragdo do DNA viral nas amostras de leite pasteurizado, sendo alcangada a maior
quantificacdo no 9° dia pos - infeccdo. A resisténcia do VACV ao calor foi avaliada por
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Sauerbrei e Wutzler (2009). O VACV foi avaliado quanto a sua resisténcia ao calor seco
utilizando um instrumento capaz de emitir calor, o Keredusy. O VACYV foi resistente ao calor
quando exposto durante uma hora as temperaturas 40° C, 75° C, 85° C e 95° C. A reducdo
significativa do titulo viral (reducdo de pelo menos 4 logl0 o titulo inicial do virus) foi
observada somente quando exposto a temperatura de 95° C durante duas horas. Em outras faixas
de temperaturas, 0 VACV ndo sofreu reducdo do titulo viral, sendo, portanto, resistente as
temperaturas testadas.

Em estudos prévios também conduzidos por Oliveira e colaboradores (2010), os
pesquisadores foram capazes de recuperar particulas viaveis de VACV do leite
experimentalmente infectado mesmo apds ser submetido as temperaturas de 56° e 65 °C durante
30 minutos (OLIVEIRA et al, 2010). De acordo com a instrucdo normativa numero 51 do
MAPA (Brasil, 2002), a pasteurizacdo lenta pode ser adotada em laticinios de pequeno porte
para o abastecimento publico ou para a producéo de derivados lacteos. Entretanto, a preservacao
de DNA e particulas virais viaveis no leite, mesmo apos a realizacdo de pasteurizacdo em
processo lento, suscita a atengdo para a potencial transmissao desses agentes, representando um
risco a saude publica. A pasteurizacdo visa eliminar microrganismos patogénicos, como
Mycobacterium tuberculosis e Coxiella burnetii. No entanto, é crucial avaliar sua eficacia na
inativacdo de virus relevantes para a saude publica como o VACV (BONA et al., 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

Os agentes infecciosos patogénicos que incidem sobre a saude humana possuem
predominantemente origem zoondtica, indicando a transmissdo entre animais e humanos. Nesse
cenario, destacam-se 0s ortopoxvirus, devido a sua intensa interacdo com a espéecie humana ao
longo da histéria da humanidade. O VACV ¢ o agente etiologico da VB que faz parte deste
grupo de patdgenos que incidem na espéecie humana ha séculos. Estudos demonstram a presenca
do VACV em diversos paises sul-americanos, como Coldmbia, Argentina e Uruguai. No
entanto, é no Brasil que sua disseminacao € mais amplamente observada em uma significativa
gama de espécies animais. Apesar da vasta literatura cientifica dedicada a este virus e do seu
preponderante papel na evolugdo da virologia, ainda existem inimeras incognitas acerca de sua
historia natural, tais como sua origem, seus reservatorios no ambiente e sua circulagdo. O
VACYV foi reportado como agente causador de infec¢des naturais no Brasil no final do século
XX e, ao longo das ultimas duas décadas, tém sido objeto de intensa investigacdo. Apesar da
sua importancia historica, ainda pouco se sabe sobre 0os mecanismos pelos quais este virus
persiste na natureza. Embora o VACV esteja amplamente disseminado em todo o territorio
nacional, € na regido Sudeste do Brasil que se identifica como o epicentro principal da
circulacdo deste virus no pais, caracterizando-se pela presenca de uma ampla variedade de
hospedeiros detectados nesta area geografica. E na regifo Sudeste, que sdo frequentemente
documentados surtos de VB, caracterizada como uma zoonose ocupacional assim denominada
devido ao seu acometimento ser reportando principalmente em bovinos e ordenhadores. Em
virtude da comprovada disseminacdo silenciosa deste virus no estado de Minas Gerais, a
compreensdo da propagacdo e perpetuacdo de particulas infecciosas no ambiente natural se
configura como um desafio consideravel para os pesquisadores, que buscam resolver ou, ao
menos, mitigar essa circulagdo. Além das rotas de infecgédo ja conhecidas, estudos demonstram
novas possiveis rotas de transmisséo para esse virus, como é o caso do consumo do queijo/leite.
Desta forma, a compreensdo acerca do VACV nos produtos lacteos, principalmente QMA se
tornam um ponto importante a ser estudado, principalmente apds estudos demonstrarem a
presenca de particulas de VACV em leite e queijo, 0 que compromete a inocuidade destes
produtos. Assim, visando compreender melhor a circulagdo do VACYV, este estudo foi
desenvolvido na regido do Serro, uma das mais importantes e consagradas regides produtoras
de QMA do estado. Além da sua importancia histérica no que tange a produgdo do QMA, nesta
regido ja foram descritos inumeros surtos de VB em algumas de suas propriedades, o que
demonstra a circulagdo anterior do virus na regido. A compreensao da dindmica de circulagéo
do VACV em regides endémicas de Minas Gerais € essencial, ndo apenas para avaliar o risco
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de exposicdo e transmissdo do virus, mas também para desenvolver estratégias eficazes de
vigilancia epidemioldgica e controle da doenca. Além da circulacdo nesta localidade
propriamente dita, faz-se necessario compreender a dinamica de circulacdo deste virus para
além da regido. Por este motivo, além do estudo nas propriedades do municipio do Serro, este
estudo visa compreender o papel da circulacao silvestre deste virus no estado de Minas Gerais.
Isso porque o estado de Minas Gerais é um estado reconhecido pela sua vasta biodiversidade,
nesse contexto, a investigacdo da circulacdo do VACV em animais silvestre, especialmente em
primatas ndo humanos torna-se fundamental para se compreender a dindmica da transmissao
viral entre estes animais e 0 ambiente silvestre e seu potencial impacto na salde da populagéo
humana e na conservacdo da vida selvagem. A compreensdo dos padrbes de circulacdo do
VACV em primatas ndo humanos também pode fornecer insights valiosos sobre a ecologia do
virus e os fatores que influenciam sua transmisséo e persisténcia no ambiente silvestre e dessa
forma contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de vigilancia e controle
deste patdgeno em populacdes animais e humanas. Assim se torna mais que necessario,
compreender sobre a disperséo do VACV nas propriedades da regido do Serro-MG e no estado
de MG, e implementar iniciativas educativas sobre este agente viral, a doenca por ele causada
e suas estratégias de controle. Vale ressaltar que estudos sobre medidas educativas no que diz
respeito a producdo de laticinios de modo geral ainda sdo muito escassos. Diante deste cenério,
este estudo objetiva contribuir para 0 melhor embasamento na area, garantindo uma melhor
inocuidade dos laticinios da regido, em especial 0 QMA e consequentemente minimizando o
impacto do VACV na economia leiteira da regido.
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3 CAPITULO | — INVESTIGACAO SOROLOGICA E MOLECULAR DO VACV:
CONHECENDO O FLUXO DA PRODUGAO DE LATICINIOS E A CIRCULACAO
DO ViRUS EM ANIMAIS DOMESTICOS E HUMANOS NA REGIAO DO SERRO

3.1 Objetivos
3.1.1 Objetivo geral

Avaliar a circulagdo do VACV em uma importante bacia leiteira do estado de Minas Gerais
e subsidiar as a¢des dos produtores rurais quanto ao fluxo da producéo de laticinios na auséncia
e presenca de surtos.

3.1.2 Objetivos especificos

e Avaliacdo da circulacdo do VACV na regido rural do Serro, através da deteccdo de
anticorpos neutralizantes em animais domésticos e individuos residentes nas propriedades
rurais avaliadas;

e Identificacdo de possiveis rotas de transmissao através da deteccdo molecular do VACV
nas fezes de bovinos das propriedades analisadas buscando compreender o papel das fezes
na circulagdo do VACV;

o Identificacdo de possiveis rotas de transmissdo do VACV através da deteccdo molecular
do VACV em produtos lacteos produzidos nas propriedades investigadas, analisando para
isso o leite e o queijo artesanal;

e ldentificacdo da possivel relacdo entre o papel do consumo e manipulacdo de queijos
artesanais e a presenga desses anticorpos nos individuos residentes das propriedades
analisadas;

e Observacdo de metodologias empregadas no processamento de laticinios, e emprego de
medidas educativas quando necessario;

e Capacitagdo dos produtores rurais em relacdo as caracteristicas da infeccdo bem como os
cuidados para preveni-las a partir da distribuicdo de material na forma de folders e cartilhas
sobre 0 VACV.



3.2 Fluxograma de trabalho
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3.3 Materiais e métodos
3.3.1 Delineamento da area e populacéo de estudo

O estudo foi conduzido, por uma equipe multidisciplinar composta por bidlogos, médicos
veterindrios, nutricionista, farmacéutico, na drea rural da regido do Serro (18°36'17"S
43°22'46"W) municipio localizado a 329 km da capital Belo Horizonte, em Minas Gerais, que
se encontra na regido do Vale do Jequitinhonha.

As propriedades foram selecionadas de acordo com a logistica de acesso ao local, assim
como o aceite prévio por parte dos produtores a receberem nossa equipe, bem como a
possibilidade de realizacdo das coletas de amostras clinicas.

Foi realizada uma avaliacdo abrangente acerca dos fatores de exposi¢do associados a
infeccdo do VACYV, sendo esta assintomatica ou a doenca clinica, que incluiu a analise do
historico de infecgdes anteriores, o registro de imunizaces passadas (imunizagdo contra a
variola), bem como a consideracdo dos aspectos comportamentais dos participantes, 0s quais
englobando as préticas relacionadas a manipulacéo e consumo de leite in natura e/ou queijo
artesanal.

Os colaboradores receberam a equipe multidisciplinar da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) e da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM) que
procederam com a aplicacdo de um questionario semi-estruturado, coleta de espécimes clinicos
dos humanos, bovinos, equinos e canideos, além da coleta de amostras de queijo, leite e fezes
dos animais domesticos (bovinos e equinos). As amostras bioldgicas foram analisadas através
de abordagem molecular e soroldgica. A abordagem molecular compreendeu a tentativa de
deteccdo do DNA viral nas amostras coletadas através de ensaios de qPCR para e a abordagem
soroldgica, consistiu em testes de soroneutralizacdo por reducdo de placa, para avaliagdo da
producdo de anticorpos neutralizantes em animais e individuos e estimativa da prevaléncia
desses anticorpos nas populacGes analisadas.

Paralelamente, foi conduzida uma analise detalhada da rotina de producéo de laticinios
nas propriedades participantes do estudo, abrangendo desde as etapas iniciais do processo,
como a ordenha dos bovinos, até o processamento do leite e a subsequente producdo dos
derivados lacteos, incluindo o queijo. A partir desta analise, foram averiguados os pontos
criticos para mitigar a propagacdo do VACV durante eventuais surtos, e ao término desta
supervisdo, foram fornecidas aos produtores sugestdes metodologicas objetivando aprimorar o
processamento desses alimentos, com o intuito de prevenir a exposicdo ao Virus e a

contaminacdo dos produtos alimenticios.
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Posteriormente, as mencionadas medidas metodologicas foram amplamente divulgadas
a todos os produtores da regido por intermeédio da distribuicdo de material educativo fornecido
a cooperativa dos produtores rurais local, material este, elaborado com foco especifico para este
publico-alvo. Além do material impresso, foi elaborado um pitch direcionado aos participantes
do estudo, além dos produtores rurais da regido e os funcionarios do IMA, o qual exerce a

incumbéncia de zelar pela defesa animal no ambito estadual.

Figura 19 — Mapa das areas de estudo do trabalho
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Mapa do estado Minas Gerais. a) localizacdo da cidade do Serro no Estado de Minas Gerais. b) Vista ampliada da
zona rural do municipio de Serro identificando a localizagdo das propriedades amostradas durante esta investigacao
em amarelo. c¢) fotos das fazendas amostradas. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.2 Considerac0es éticas

A participacao no estudo foi estritamente voluntaria, e a todos os individuos abordados
foi oferecido um termo de consentimento pos-informado, o qual foi apresentado tanto de forma
oral quanto por escrito. Este documento continha informagdes detalhadas sobre o estudo, seus
objetivos, procedimentos e 0s riscos potenciais associados a participacéo.

Cada participante do estudo formalizou seu compromisso por meio da assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido. Apos as andlises das amostras coletadas, foram
fornecidos aos participantes os resultados dos testes realizados, juntamente com a interpretacéo

detalhada dos mesmos e seu contexto clinico relevante. Esta proposta foi aprovada pelo Comité
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de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP), e pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP-4.646.518). Além dos comités em pesquisa humana, este estudo também foi

submetido e aprovado na Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA- 1/2022).
3.3.3 Coleta de amostras

As amostras de soros humanas do estudo foram obtidas através da coleta conduzida por
uma farmacéutica designada pela prefeitura do Serro, ap6s a formalizacdo do consentimento
livre e esclarecido por parte dos participantes da pesquisa. O processo de coleta foi realizado
utilizando tubos estéreis a vacuo, sem ativador de coagulo.

Para a obtencdo de soros provenientes de animais domésticos (bovinos, cées e equinos)
as coletas foram conduzidas por profissionais veterinarios contratados pelo projeto, sendo um
deles vinculado a UFMG e outro oriundo do municipio do Serro, sendo a escolha do profissional
a predilecdo dos proprietarios dos animais envolvidos no estudo. Assim como a coleta dos soros
humanos, os soros animais foram coletados utilizando-se tubos estéreis a vacuo, isentos de
ativador de coagulo.

Adicionalmente, foram coletadas amostras de fezes de bovinos e equinos, obtidas por
meio da extracdo direta dos animais utilizando-se luvas estéreis, e posteriormente armazenadas
em microtubos estéreis. Do mesmo modo, realizou-se a coleta de fezes frescas provenientes das
areas de ordenha e pastagens das propriedades, utilizando-se materiais estéreis para essa
finalidade.

Durante o curso do projeto, também foram coletadas amostras de leite e queijo para
posterior analise. A obtencdo do leite ocorreu concomitantemente ao processo de ordenha,
empregando-se tubos Falcon estéreis de 50 ml para a coleta, seguida pelo armazenamento em
microtubos os quais foram acondicionados em galdo de nitrogénio liquido até a sua
armazenagem final. Por sua vez, a aquisi¢cdo de amostras de queijo foi efetuada diretamente nas
propriedades investigadas, seguida pelo porcionamento das pecas de queijo para posterior
armazenamento em microtubos, a fim de possibilitar analises laboratoriais pertinentes.

Todas as amostras coletadas foram subsequente e cuidadosamente armazenadas em
galdes de nitrogénio liquido, visando a preservagdo de sua integridade e estabilidade, antes de
serem devidamente transportadas para o laboratorio de apoio, Laboratorio de Doengas
Infecciosas e Parasitarias (LADIP), localizado na Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri para o seu armazenamento a -80°C até o seu processamento.

Posteriormente as amostras foram transportadas ao Laboratorio de Virus da UFMG.
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3.3.4 Avaliacéo clinica

Durante o processo de coleta das amostras humanas, foi realizada uma inspecao visual
com o intuito de examinar a mucosa oral dos individuos participantes, visando identificar
possiveis lesdes. Adicionalmente, foi realizada uma inspecdo direcionada no brago esquerdo
daqueles que poderiam ter sido vacinados contra a variola, de acordo com sua faixa etéria. Tal
abordagem se baseia na obrigatoriedade da vacinacdo contra a variola no Brasil até o ano de
1978, e na subsequente declaracdo de erradicacdo mundial da doenca em 1980. A anélise da
vacinacdo, ou sua auséncia, foi entdo avaliada considerando as informagdes fornecidas pelos

participantes, assim como suas respostas no questionério aplicado (HOCHMAN et al., 2011).
3.3.5 Padronizacdo das extracdes de DNA

Devido a existéncia de discrepancias na literatura acerca dos métodos de extracdo de
DNA de amostras provenientes de fezes animais, optamos por realizar a padronizagdo prévia
dos procedimentos de extracdo. Nesse sentido, foi elaborada uma curva de dilui¢cdo do material
fecal, visando estabelecer uma metodologia uniforme e confidvel para as extracdes
subsequentes. O processo de elaboracao da presente curva foi iniciado mediante a mensuracéo
precisa de 300 mg de amostra de fezes provenientes de bovino ndo infectado (oriundo de regido
ndo endémica para VACV), os quais foram devidamente diluidos em 1,5 ml de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) na concentracdo de 1x. Sequencialmente, ao volume de 483 pl
de caldo de fezes diluido, foram adicionados 17ul da solucéo de virus estoque VACV-WR, cuja
concentragéo inicial era 3x108 unidades formadoras de placa por mililitro, previamente diluida
em PBS. Para a elaboragéo da curva, a mistura contendo o virus e as fezes foi homogeneizada
utilizando um vortex e posteriormente diluida na proporgéo de 1:10.

Apos a construcdo da curva, procedeu-se & extragdo das amostras utilizando duas
abordagens distintas: 0 método de extracdo com o reagente TriZol® e o uso do kit comercial
High Pure Viral Nucleic Acid Kit, da fabricante Roche. Esta etapa foi conduzida com o objetivo
de realizar uma analise comparativa detalhada, visando determinar a eficécia relativa de cada
método na extracdo do material genético viral a partir das amostras em questdo. Este processo
foi conduzido com a finalidade de realizar uma avaliagdo comparativa entre 0s métodos
utilizados e determinar qual deles demonstraria maior eficacia na extracao das amostras para as

analises subsequentes.
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O processo de construgdo da curva, anteriormente conduzido com amostras de fezes, foi
reproduzido utilizando amostras de queijo. Esta etapa teve como objetivo principal a
investigacdo comparativa da eficacia dos métodos empregados na extracdo do DNA viral,
visando identificar qual procedimento seria mais adequado para este proposito no contexto das

amostras de queijo.
3.3.6 Processamento das fezes

Antes de proceder a extracdo, as amostras fecais foram preparadas conforme o protocolo
descrito por Dutra e colaboradores (2017), com o intuito de padronizar e seguir um
procedimento estabelecido previamente na literatura. Esse processo foi adotado visando
garantir a consisténcia e a fidedignidade dos resultados obtidos durante o processamento destas
amostras. Para a preparacdo foram utilizadas 200 mg das amostras diluidas em 200 ul de PBS.
Sequencialmente a diluicdo anterior foi submetida a maceracao utilizando o equipamento em
bead beater por um periodo de 30 segundos. Ap6s a homogeneizacdo as amostras foram
centrifugadas em baixa rotag¢do (500 rpm por 30’) para que o contetudo organico fosse decantado
e sequencialmente a fase aquosa foi coletada para posterior extracdo pelo kit DNA High Pure
Viral Nucleic Acid Kit, Roche de acordo com os dados do fabricante.

Para a padronizacdo foi realizada também a extracdo com TriZol. Nesta técnica, 0
primeiro passo € o processo de separacdo da amostra que consiste na homogeneizagdo da
amostra (100ul) em 500pl de Tri reagente, sequencialmente incubar o preparado por 5 minutos
em temperatura ambiente. Em seguida, adicionar 100ul de cloroférmio. Apés a adicdo do
cloroférmio, homogeneizar o preparado por 15’ em aparelho vortex e incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente. Sequencialmente centrifugar o preparado a 12.000g por 15 minutos a
uma temperatura de 2 a 8°C. Apds este processamento € possivel serem observadas 3 fases: fase
organica (contendo proteina), interface (contendo DNA) e a fase aquosa (contendo RNA). Para
se extrair 0 DNA é necessario realizar a remogdo da fase aquosa e adicionar 150ul de alcool
100%. Em seguida deve-se homogeneizar a solugdo com auxilio de uma pipeta e incubar por 2
minutos em temperatura ambiente. Sequencialmente centrifugar o preparado a 2.000g por 5
minutos de 2 a 8°C. Remover o sobrenadante e lavar o pellet de DNA com 50pl de solugéo de
citrato de sodio. Repetir este processo por 2 vezes com um intervalo de 15 minutos entre elas.
Sequencialmente, centrifugar o preparado a 2000g por 5 minutos de 2 a 8°C. Alocar o pellet em

750ul de alcool a 75% e incubar em temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, retirar
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a fase aquosa para secar o pellet de DNA por 5 minutos. Ressuspender o pellet em 50ul de
NAOH e centrifugar por 10 minutos a 12000g e transferir para novo tubo.

3.3.7 Processamento do queijo

Para o processamento das amostras de queijo, 100 mg do queijo foi adicionado em 900
pl de PBS 1X. Em seguida, as amostras foram maceradas em aparelho bead beater por 30
segundos por 3 vezes seguidas. Do produto da maceracgéo 200 pl foram utilizados para extragéo

pelo kit DNA High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche, de acordo com os dados do fabricante.
3.3.8 Virus

Para os testes de soroneutralizagéo foi utilizado o VACV amostra Western Reserve da
colecdo de amostras do Laboratério de Virus da UFMG.

3.3.9 Soros controles

Como controle positivo, foram empregados soros provenientes da colecdo do
Laboratdrio de Virus da UFMG, os quais foram previamente testados por meio de ensaio de
soroneutralizacdo. Os soros negativos empregados durante o estudo, foram oriundos de uma
regido ndo endémica para VACYV, localizada na regido norte do estado de Minas Gerais, mais

especificamente no municipio de Bocailva.
3.3.10 Cultivo celular

Nos testes de soroneutralizacdo, foram empregadas células BSC-40, uma linhagem
celular continua de origem epitelial derivada do rim de macaco verde africano (Cercopithecus
aethiopis), obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), Maryland, EUA. As células
foram cultivadas em meio de cultura simples (meio minimo de Eagle — MEM) (Gibco, USA),
acrescido soro fetal bovino (SFB) a 5% (Cultilab, Brasil) para o crescimento celular,
antimicrobianos gentamicina (140 mg/mL), penicilina (100 U/mL) e anfotericina B (2 ug/mL-
para inibir o crescimento de bactérias e fungos) e glutamina (aminoacido essencial), em estufa
a 37°C a 5% de COz. O cultivo foi realizado em garrafas plasticas variando de 25 CM? a 150
CMz2 ¢, posteriormente, as celulas foram transferidas para placas de 6 pogos com fundo chato

para a realizacdo do teste de soroneutralizacéo.
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3.3.11 Extracdo do DNA

Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o kit comercial High
Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche, seguindo as orientacbes do fabricante. Apds o
processamento (soro, fezes, leite e queijo), 200 uL do material resultante foi ressuspendido em
250 uL de Working Solution, contendo proteinase K, binding buffer e poly(A) (50uL, 200 pL
e 0,4 pL respectivamente). A suspensdo foi homogeneizada utilizando aparelho vortex e
incubada a 72°C por 10 minutos em termoblock. Posteriormente, foi adicionado 100 pL de
binding buffer a cada amostra e os tubos foram submetidos ao aparelho vortex novamente. O
produto foi transferido para colunas com filtro devidamente identificadas e centrifugado por 1
minuto a 8.000g. O liquido filtrado foi descartado e foi adicionado, ao tubo, 500 pL de Inhibitor
Removal Buffer, e novamente centrifugado por 1 minuto a 8.000g. Sequencialmente foram
adicionados 450 pL de Wash buffer em cada coluna, as quais foram submetidas a centrifugacao
por 1 minuto a 8.000g. Esta etapa de lavagem foi realizada por mais uma vez e os tubos foram
submetidos a centrifugacdo por 1 minuto a 15.000g. As colunas foram acondicionadas em
novos microtubos com capacidade 1.5 mL devidamente identificados, e para a etapa de eluicéo
do DNA foram adicionados 50 pL de elution buffer em cada tubo. Os tubos foram centrifugados
por um periodo de 1 minuto a 8.000g em seguida. O conteudo final deste processo, 0 DNA foi
entdo armazenado em freezer -20°C até a sua utilizagao.

3.3.12 Diluigéo das amostras de soro

Além da extracdo, as amostras de soro também foram submetidas ao PCR em tempo
real diluidas na proporc¢do de 1:10. Para esta finalidade, os microtubos foram removidos do
freezer a -80°C e descongelados em caixas de isopor contendo gelo. Esse procedimento foi
realizado para garantir um descongelamento gradual e controlado das amostras, minimizando
possiveis danos aos componentes bioldgicos e mantendo a integridade das amostras para
analises subsequentes. Apos o completo descongelamento, os tubos foram agitados utilizando
um aparelho vortex, a fim de garantir uma homogeneizacdo adequada das amostras. Em
seguida, 2 uL de soro foram transferidos para um novo microtubo de 0,6 mL do tipo Eppendorf,
previamente identificado. Ao resultado da diluicdo realizada, foram acrescidos 18 uL de PBS
nestes novos microtubos e uma nova agitacdo em aparelho vortex foi realizada. Os soros
diluidos foram armazenados em freezer a -20°C até a utilizagdo em teste de PCR em tempo real.

3.3.13 PCR em tempo real

Para a amplificacdo de diferentes genes virais de OPXV, foram empregados iniciadores
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especificos, os quais foram desenhados de forma a reconhecer regifes especificas nos DNAs
dos genes alvo, bem como do gene normalizador. Esses iniciadores foram cuidadosamente
selecionados para garantir a especificidade e a eficiéncia da amplificagdo dos fragmentos
desejados durante o processo de PCR em tempo real.

Para a investigacdo molecular de VACV, as amostras tiveram como alvo 0s genes
C11R, relacionado ao fator de crescimento viral VGF (viral growth factor), gene este exclusivo
e altamente conservado entre os virus do género OPXV, e devido a isso e frequentemente
utilizado em diversos estudos para diagnéstico e caracterizacdo viral de VACV isolados em
surtos ocorridos no Brasil. Além do VGF, foi utilizado o alvo HA, proveniente do gene A56R
que codifica uma glicoproteina de superficie presente em todos os OPXV, a hemaglutinina
viral. Além dos iniciadores especificos anteriormente citados, foi utilizado também um
normalizador interno com a finalidade de garantir a padronizacdo das reacdes (ABRAHAO et
al., 2009; ABRAHAO et al., 2010; KROON et al., 2016, Trindade et al., 2008).

Assim, as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata utilizando
SYBRGreen® Master Mix Applied Biosystems. O volume da solu¢do de PCR final foi
preparado em um microtubo RNAse free baseado no nimero de reacdes realizadas, de acordo
com a tabela abaixo:

Tabela 4 — Quantidade de reagentes utilizados para o PCR em tempo real

Reagentes 1 Reacéo 25 Reac0es 50 Reagbes

Master Mix 2X (Taq DNA polymerase,

dNTPs, MgCl, and reaction buffers) 50u 125,0 pl 2500l
Primer de interesse F+R (10 nmol) 0,2 pl 5,0 pl 10,0 pl
H20 RNAse free 3,6 ul 90,0 pl 180,0 pl

Fonte: Elaborado pelo autor.

A reacOes de amplificacdo foram realizadas no termociclador StepOne® da Applied
Biosystems e os dados de deteccdo e quantificagcdo foram coletados e analisados pelo software
StepOne® versdo 2.2 da Applied Biosystems.

Tabela 5 — Iniciadores utilizados na reacdo de qPCR para deteccédo do género OPXV

Iniciadores Sequéncias (5°-3°)

VGF F CGCTGCTATGATAATCAGATCATT

VGFR GATATGGTTGTGCCATAATTTTTAT
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HAF CATCATCTGGAATTGTCACTACTAAA

HAR ACGGCCGACAATATAATTAATGC
B-actina F AAATCGTGCGTGACATCAAAGA
B-actina R GCCATCTCCTGCTCGAAGTC

Fonte: Abrahdo et al., 2009; Trindade et al., 2008; Laboratdrio de virus (ndo publicado).

Tabela 6 — CondicGes de tempo e temperatura da reacdo de gPCR

Pré incubacao Desnaturacéo Anelamento NuUmero de ciclos
95°C 95°C 60°C 40
10 min. 15 seg. 1 min.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.14 Titulagdo viral

A titulacdo viral foi realizada em placas de 6 camaras, em duplicata, contendo
aproximadamente 1,5 x 10° células BSC40/ camara cultivadas de 16 a 24 horas, a 37°C em
MEM, contendo 5% SFB (Cultilab, Brasil). Em cinco camaras da placa, o meio foi desprezado
e 200 pL de uma série de diferentes dilui¢cGes dos virus, na razdo de 10, em meio MEM, foram
adicionados as células. Uma camara ndo foi infectada, ficando reservada para o controle da
viabilidade celular. Apos 1 hora de adsor¢édo a 37°C, 2 ml de MEM contendo 1% de SFB foram
adicionados e as placas foram novamente incubadas a 37°C e monitoradas por 48 horas. Em
seguida, as células foram fixadas com solucédo a 3,7% de formaldeido por 30 minutos, lavadas
com agua e, posteriormente, coradas com solucdo 1% (p/v) de cristal violeta por 15 minutos. O
titulo viral foi calculado pelo nimero de placas obtidas na camara da dilui¢do que apresentou
entre 30 a 300 placas de lise, multiplicado pelo inverso da diluicdo, em 200 pL, sendo
posteriormente convertido para o volume final de 1 mL.

3.3.15 Soroneutralizacdo por reducdo de placa

As amostras de soros coletadas dos individuos e animais da regido estudada foram
submetidas ao teste de Soroneutralizagdo por reducdo de placa (PRNT), para pesquisa de
anticorpos neutralizantes anti-OPXV. Este ensaio tem como objetivo principal detectar e
quantificar o titulo de anticorpos neutralizantes em amostras de soro para o virus de interesse.
Para a realizacdo desta técnica, o protocolo seguido corresponde ao que foi proposto por Kroon
e colaboradores (2016). As amostras de soro foram submetidas a banho-maria a 56°C por 30
minutos para inativacdo do sistema do complemento. Sequencialmente, as amostras testadas
foram diluidas na proporcéao de 1:20 em meio MEM sem suplementagdo por soro fetal bovino
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(SFB). Sequencialmente, as amostras diluidas foram adicionadas ao mesmo volume de MEM
contendo a diluicdo de VACV-WR previamente titulado para formacéo de 100 a 150 unidades
formadoras de placas (PFU), por pogo. Os controles de virus utilizados na técnica receberam o
mesmo tratamento, substituindo a amostra de soro-teste por soro fetal bovino. A mistura foi
incubada em estufa de CO? a 5% na temperatura de 37°C por 16 horas. Decorrido este tempo,
as amostras foram inoculadas em duplicata em placas de 6 pogos contendo células BSC-40 com
cerca de 80% de confluéncia, adsorvidas por 1 hora com intervalos de 15 minutos e, entéo, 0s
pocos receberam a complementacdo de 2 mL de MEM suplementado a 1% com SFB. As placas
foram novamente incubadas em estufa de CO? a 5% e 37°C, mas, desta vez, por 48 horas até
que fosse possivel a observacdo do efeito citopatico nas células. Apos este periodo, as placas
foram fixadas em formaldeido a 3,7% por 30 minutos e coradas com cristal violeta a 1% por 15
minutos. As placas de lise geradas foram contadas manualmente e foram consideradas positivas
as amostras que apresentaram reducdo maior ou igual a 50% do numero de placas de lise
presentes nos poc¢os de controle de virus. O titulo do soro foi calculado pelo inverso da diluicéo
capaz de neutralizar 50% do numero de placas que foram detectadas nos controles de virus.
Reducdo maior ou igual a 50% foram considerados positivos (KROON et al., 2016).
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3.4 Resultados e discusséo
3.4.1 Caracterizagdo das propriedades do estudo e amostras coletadas

No presente estudo foi avaliada a circulacdo do VACV em propriedades rurais da regido
do municipio do Serro, estado de Minas Gerais. Para a realizacao de tal analise, foram coletadas
amostras provenientes de animais domésticos, incluindo bovinos, canideos e equinos, bem
como de individuos humanos. Adicionalmente, foram aplicados questionarios semiestruturados
aos participantes do estudo, os quais previamente assinaram um termo de consentimento livre
e esclarecido.

As quatro fazendas selecionadas como participantes do estudo estdo envolvidas na
producdo de leite, destacando-se que uma delas efetua a distribui¢do do referido produto para o
laticinio local, enquanto as outras trés se dedicam a fabricacdo do QMA. Em todas as
propriedades, o processo de ordenha é realizado de forma automatizada (ordenha mecéanica),
abrangendo um rebanho que varia de 9 e 150 bovinos.

A primeira propriedade do estudo (A) a Fazenda Maravilha (18°37'16.2"S,
43°21'00.9"W) fica situada a 36 km do municipio do Serro. A principal atividade da
propriedade é a producdo de QMA comercializado através da cooperativa do municipio. Para
isso a fazenda conta com um rebanho de 82 animais, com um quantitativo de 27 deles em
processo de ordenha. Com o leite produzido diariamente é realizada a fabricacdo de 4 pecas de
queijo por dia, totalizando um quantitativo de 120 pecas de QMA por més. A propriedade conta
com trés colaboradores responsaveis pelo processo de ordenha, assim como a fabricacdo dos
QMA, sendo dois deles colaboradores ha aproximadamente 5 anos e moradores da regido do
estudo e um a cerca de 1 ano e 8 meses na propriedade proveniente do sul do estado. Na figura
20 é possivel observar uma imagem do processo de ordenha realizado na propriedade.



Figura 20 — Imagem do processo de ordenha realizado na fazenda Maravilha

Fonte: Arquivo do estudo, 2021.

Segundo dados obtidos através dos questionarios aplicados, nenhum dos trés
colaboradores da propriedade apresentou previamente lesées ou sintomas de VB. Todos eles
informaram serem consumidores assiduos de leite e QMA, apresentando inclusive o consumo
de leite cru. Devido a questdes de disponibilidade dos individuos em participar do estudo, ndo
foi possivel realizar a coleta de soro dos mesmaos.

A propriedade conta com a presenca de animais domésticos como cées, gatos e cavalos,
possuindo esta proximidade com o0 ambiente de ordenha e humanos. Em relacao a estes animais,
0S mesmos realizam o consumo de soro de leite, produto residual do processo de fabricagao dos
QMA. Segundo informacdes coletadas através do questionario, nenhum animal da fazenda
apresentou anteriormente lesdes caracteristicas de infeccdo pelo VACV.

Durante o processo de coleta de soro destes animais, foi realizada a inspecéo clinica dos
mesmos pelo veterinario responsavel e do mesmo modo nao foi observada nenhuma leséo nos
seguintes animais, demonstrando que no momento das coletas a propriedade ndo apresentava

nenhuma circulagdo do virus naquele momento. Na figura abaixo é possivel observar imagens



da fazenda Maravilha participante do estudo.

Figura 21 - Fotografias da fazenda Maravilha
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Propriedade, areas de manejo animal, ordenha e producdo dos QMA. Fonte: arquivo do estudo, 2021.
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Tabela 7 — Quantitativo de amostras coletadas na fazenda Maravilha

Amostras coletadas Quantitativo
Soro bovino 27
leite 8
fezes 15
Soro cées
queijo 4

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A segunda propriedade do estudo (B) a Fazenda Amilton (18°34'45"S 43°27'12"W) fica
situada a 26 km do municipio do Serro. A principal atividade da propriedade ¢é a producédo de
leite, o qual é vendido para um laticinio da regido. A propriedade conta com um rebanho de 150
animais, sendo o quantitativo de 55 deles em processo de ordenha, produzindo uma média diaria
de 600 litros de leite. O processo de ordenha é realizado duas vezes ao dia, e para tal atividade
a propriedade conta com um total de 5 colaboradores que trabalham no manejo dos animais e
realizam o processo de ordenha.

O processo de ordenha é realizado através de ordenhadeira mecénica sendo a
higienizacdo da ordenhadeira realizada com agua e os tetos dos animais submetidos a
higienizacdo com solucdo de iodo. A propriedade ndo utiliza nenhum tipo de hormdnio para
auxiliar no processo de ejecdo do leite pelos animais.

A propriedade conta com uma sede em construcéo e, portanto, ndo apresentava nenhum
morador no momento do estudo, contudo, ainda sim possuia a presenca de 3 caes e 6 gatos, 0s
quais apresentavam proximidade com o rebanho e os humanos ali presentes. Segundo os dados
coletados e informados pelo proprietario da fazenda, na propriedade ocorreu o aparecimento de
lesBes sugestivas de VB na mdo de um dos ordenhadores e em alguns animais em ordenha ha
aproximadamente oito meses antes do inicio do estudo. Apesar da regido do Serro ser uma
regido endémica para VACV, ndo foi realizada a avaliagdo das lesfes assim como exames para
confirmacédo do agente etioldgico das mesmas. Portanto, apesar das informagdes colhidas, ndo
é possivel afirmar que as lesdes se tratavam efetivamente do VACV.

Durante a conducdo do estudo na propriedade assim como a coleta do material para
andlise, os animais foram submetidos a avaliacdo clinica pelo veterinario responsavel, o qual
néo verificou a presenca de lesdes nos animais. Deste modo, podemos afirmar que durante a

conducéo do estudo a propriedade em questdo ndo apresentava surto de VACV.
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Figura 22 — Coleta de soro realizada durante a conducao do estudo na fazenda Amilton

-

Fonte: Arquivo do estudo, 2021.

A coleta de material do individuo que apresentou lesdes anteriormente ndo foi possivel,
uma vez que este ndo se encontrava trabalhando na propriedade e ndo foi possivel localiza-lo.

Na figura a seguir € possivel observar imagens da propriedade, assim como a area de
contencdo dos animais antes do processo de ordenha.



Figura 23 — Fotografias da fazenda Amilton

Propriedade, areas de manejo animal e ordenha. Fonte: Arquivo do estudo, 2021.
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Tabela 8 — Quantitativo de amostras coletadas na fazenda Amilton

Amostras coletadas Quantitativo
Soro bovino 39
fezes 11
Soro cées 2

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A terceira propriedade participante do estudo foi a fazenda Bom Sucesso (18°34'30.7"S,
43°16'16.7"W), localizada a 7 km do municipio do Serro. Sua principal atividade econdmica é
a producdo de QMA, possuindo medalhas de ouro na categoria de melhor queijo em
campeonatos dentro e fora do pais como pode ser observado pela figura 24. A propriedade conta
com 3 colaboradores responsaveis pelo manejo do rebanho e producdo do QMA, sendo dois

deles residentes no local.

Figura 24 — Certificado de premiacdo medalha de ouro QMA Bom Sucesso
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Fonte: Acervo particular proprietario da fazenda Adilson de Carvalho, 2021.

Durante a conducéo do estudo, a propriedade apresentava um rebanho de 90 bovinos,
sendo 30 deles em processo de ordenha. A ordenha é realizada de maneira mecéanica na qual
utiliza-se a aplicacdo de ocitocina que auxilia na ejecao de leite pelos animais. A aplicacdo é
realizada com o auxilio de uma seringa Unica a qual é compartilhada entre todos os animais em
ordenha. Igualmente a aplicacdo de ocitocina a desinfeccao dos tetos é realizada com solucgéo
de iodo, igualmente compartilhada entre todos os animais. Com o montante de leite obtido
diariamente a propriedade apresenta uma producéo de aproximadamente 25 pecas de QMA por
dia.

De acordo com os dados obtidos através dos questionarios aplicados e entrevista com o
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proprietario da fazenda, a propriedade nunca apresentou nenhum surto de VACV, nédo sendo
observadas assim lesdes caracteristicas em animais ou humanos.

A propriedade conta com a presenca de animais domésticos sendo eles 20 gatos e 15
cdes, possuindo estes contato proximo com o0s animais em ordenha. Além da proximidade
observada entre estes animais e 0s bovinos, 0s cées e gatos da propriedade sdo alimentados com
soro residual da produgéo de QMA.

Figura 25 — Animais se alimentando do soro residual da producdo de QMA na fazenda Bom Sucesso
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Fonte: Arquivo do estudo 2021.
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Tabela 9 — Quantitativo de amostras coletadas na fazenda Bom Sucesso

Amostras coletadas Quantitativo
Soro bovino 24
Soro cées 4
fezes 14
queijo 4

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A seguir é possivel observar algumas imagens da referida propriedade participante do
estudo.

Figura 26 — Imagens da fazenda Bom Sucesso

-

Fonte: arquivo do estudo, 2021.

A quarta propriedade do estudo a fazenda Ferreira Campos (18°35'18.0"S,
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43°28'18.5"W), fica situada a 14 km do municipio do Serro e possui como principal atividade
a fabricagcéo de QMA. A propriedade possui grande tradicdo no ramo queijeiro, apresentando
mais de quatro geracgdes nesta atividade.

Durante a conducéo do estudo a propriedade apresentava um rebanho constituido de 12
animais sendo 4 deles em processo de ordenha. A ordenha é realizada de maneira mecénica
com a utilizagdo de sanitizacdo realizada com a utilizagéo de solugdo de iodo e nenhum tipo de
horménio é aplicado nos animais durante este processo. O leite resultante da ordenha é
empregado na fabricacdo do QMA. A propriedade apresenta uma média de producéo de 4 pecas
de QMA diéria, totalizando assim um montante de 120 pegas mensais.

O processo produtivo fica a cargo do proprio proprietério e seu filho, que juntos séo
responsaveis pelo manejo do rebanho e fabricacdo dos produtos. Na propriedade ha apenas um
residente, o qual ndo participa do processo de ordenha ou producdo dos QMA. A fazenda conta
com a presenca de 3 cdes e 3 gatos, possuindo estes contatos proximo ao rebanho leiteiro.

No que tange a circulagdo do VACV na fazenda, o proprietario relatou nunca ter
ocorrido nenhum indicativo da doenca, ndo sendo observados assim lesbes em animais ou

humanos que tenha conhecimento.

Tabela 10 — Quantitativo de amostras coletadas na fazenda Ferreira Campos

Amostras coletadas Quantitativo
soro bovino 6
soro cavalo 5
leite 5
soro cées 3
fezes 12
queijo 4

Fonte: Autor.

Na figura 27 podemos visualizar imagens da propriedade Ferreira Campos, constituida
de area de manejo animal, ordenha e armazenamento para maturacdo do QMA.



Figura 27 — Imagens da fazenda Ferreira Campos

Fonte: Arquivo do estudo, 2021.
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De acordo com as informac0es referentes as propriedades do estudo, trés das quatro
propriedades participantes ndo relataram quaisquer ocorréncias de surtos de VACV. No
entanto, em apenas uma delas (fazenda Amilton), o proprietario relatou a manifestacdo de
lesGes no ubere e no focinho de alguns bovinos, bem como nas médos de um dos ordenhadores,
aproximadamente oito meses antes do inicio do estudo. Contudo, é importante salientar que
este evento ndo foi oficialmente notificado, tampouco foi conduzida uma investigacdo formal
para identificar o agente causador das referidas lesdes.

Assim, as quatro propriedades rurais situadas no municipio em questdo foram integradas
ao escopo deste estudo. Ao longo do processo de coleta, foram obtidas um total de 199 amostras
coletadas. Essas amostras compreenderam ndo apenas amostras de soro provenientes de animais
domeésticos e humanos, mas também amostras de fezes dos animais domésticos. Além disso,
foram coletadas amostras de leite e queijo, englobando tanto produtos frescos quanto curados.
Essa diversidade de amostras coletadas proporcionou uma anélise abrangente da presenca e
distribuicdo do VACYV na regido do estudo.

Tabela 11 — Tabela representativa dos testes realizados e do niUmero de amostras utilizadas neste trabalho

Amostras testadas N°de amostras (un.) Técnica PCR Alvos testados Técnica PRNT

Soros bovinos 95 VGF e HA Testado

Fezes bovinos/ equinos 52 VGF e HA N&o testado
Soros cavalos 5 VGF e HA Testado
Soros Cées 15 VGF e HA Testado
Soros Humanos 7 VGF e HA Testado

Leite 13 VGF e HA Nao testado

Queijo 12 VGF e HA Né&o testado

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

3.4.2 Prospeccao molecular de OPXV em amostras de soro

Em cada uma das propriedades do estudo, além da presenca de seres humanos e bovinos,
foram identificados outros animais domésticos, como cées e equinos. Em decorréncia deste fato
procedeu-se a coleta ndo apenas de soros de seres humanos e bovinos, mas também de soros
desses animais, dada a estreita interacdo entre todas essas especies no ambiente em questéo.

Todos os soros coletados foram analisados molecularmente através da técnica de gPCR.
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Assim, procedeu-se a analise molecular de 115 amostras de soro provenientes dos
animais das fazendas participantes, sendo 95 amostras de bovinos, 15 de cées e 5 de cavalos.
Todos os testes foram conduzidos em duplicata, com repeticdo em triplicata em caso de
resultados inconclusivos. As amostras de soro foram submetidas a extracdo prévia utilizando
um kit comercial especifico para esta finalidade e também foram submetidas ao teste a uma
diluigdo na proporcédo de 1 para 10. Com o resultado dos testes, foi possivel observar que ndo

houve deteccdo do genoma viral em nenhuma das amostras provenientes dos animais testados.

Figura 28 — Coleta de amostras do estudo

Realizacdo da coleta de soro de cdo, bovino. Fonte: Acervo do estudo, 2021.

Da mesma forma que as amostras animais, as amostras humanas (um total de 7) foram
submetidas a0 método qPCR, e todos os resultados foram negativos para os genes VGF e HA.
Esses resultados evidenciam a auséncia de surtos durante o periodo de coleta, que ocorreu entre
fevereiro a outubro de 2021, bem como em periodos imediatamente anteriores ao inicio do
estudo. Isso se deve ao fato de que a detec¢céo do VACV em soros humanos, por meio do qPCR,

é viavel dentro de uma janela de até dois meses apds a infeccdo. Em outras palavras, é possivel
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detectar a presenga do DNA viral no soro humano por meio desta técnica durante esse intervalo
de tempo apos a infecgdo pelo VACV.

Nas figuras a seguir (29 e 30) € possivel observarmos os resultados negativos dos testes
realizados para os dois alvos VGF e HA, os quais foram extraidos com kit comercial especifico
para extragdo de DNA viral e de forma diluida como encontramos na literatura. Nas imagens é

possivel observar a amplificacdo apenas do controle positivo do teste.

Figura 29 — Teste de qPCR para os alvos VGF e HA utilizando DNA extraido
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Fonte: Elaborador pelo autor, 2021.

Figura 30 — Teste de qPCR para os alvos VGF em amostras de soros diluidos dez vezes
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Fonte: Elaborador pelo autor, 2021.

3.4.3 Prospeccdo do VACV em fezes dos bovinos

Para a realizagéo da prospeccédo de VACV em fezes bovinas, foram coletadas amostras
das 4 fazendas participantes do estudo. As fezes foram coletadas diretamente dos animais como

pode ser observado na figura 31, assim como da area de ordenha e manejo animal.
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Figura 31 — Coleta de amostras do estudo

Realizagdo da coleta de fezes bovinas. Fonte: Acervo do estudo, 2021.

Devido a falta de consenso nas referéncias no que tange a extracdo de fezes para
posterior anélise por qPCR para VACV, foi realizado previamente a padronizacdo para se obter
a melhor maneira de se realizar tal procedimento. Para isso foram testadas extracoes utilizando
a técnica de extracdo de DNA com TriZol ® e utilizando o kit comercial High Pure Viral
Nucleic Acid Kit, Roche. Primeiramente, amostras de fezes de bovinos de area sem relatos de
surtos de VACV (norte de Minas) foram utilizadas a fim de garantir a inclusdo de amostras
negativas para VACV. Estas amostras foram contaminadas com o virus VACV-WR
proveniente do Laboratério de Virus da UFMG e sequencialmente foram submetidas ao
processo de extracdo pelos dois métodos previamente descritos. Os resultados podem ser

observados na figura a seguir.

Figura 32 — Padronizacgéo da extracao de fezes por dois métodos distintos
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Extracdo com TriZol ® (em verde) e kit comercial (em vermelho). Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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No gréafico é possivel observar a melhor performance do kit comercial Roche quando
comparado a utilizacdo do método de extracdo via TriZol®. Isso porque, como pode ser
observado a curva em vermelho que representa a extracdo pelo kit comercial Roche, apresentou
amplificacdo precoce em relacdo a curva verde que representa a extracdo pela técnica de
extracao utilizando o TriZol®. Diante deste resultado, as extracdes das fezes deste estudo foram
realizadas com a utilizacdo do kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche.

Assim, as amostras de fezes dos animais domésticos provenientes das quatro fazendas,
das quais as amostras foram coletadas, foram submetidas ao protocolo de extracao utilizando o
kit comercial mencionado.

Como podemos observar na figura 24, todas as amostras com excecdo do controle
positivo foram negativas para o alvo VGF através da técnica de qPCR. Além do gene VGF, as
andlises foram realizadas para o alvo HA e do mesmo modo apresentaram resultados negativos,
demonstrando assim, que no periodo de amostragem os animais testados ndo se encontravam

excretando 0 VACV pelas fezes.

Figura 33 — Amplificacdo do gene VGF em amostras de fezes bovinas

Amplification Plot
100

10
1
0.1

= z - = e, -
= 0.0l = ¥ N

0.001
0.0001
0.00001

0.000001 EEEEEE oo oo e R roo et eSS oo et R oo et s |

2 4] | 10 12 1 1a 13 20 2 2 x 23 £l 12 3 I A a

Cycle

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

3.4.4 Prospeccao molecular de OPXV em amostras de leite e queijo

Igualmente as amostras de soro e fezes, as amostras de leite e queijo passaram por
processo de padronizacdo da extragdo do DNA e sequencialmente foram analisadas pela técnica
molecular de gqPCR. As amostras de 12 amostras de queijo e 13 amostras de leite apresentaram
apenas resultados negativos, demonstrando, que no momento das coletas os animais nédo
apresentavam infeccgéo ativa, ndo sendo possivel detectar o VACV nestes produtos.

A anélise mencionada assume uma importancia crucial, especialmente a luz de estudos
como o conduzido por Abrahdo e colaboradores em 2009, que sustentam a hipétese de que o

leite € uma fonte potencial de exposicao e transmissdo do VACV. E uma vez contaminado
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mesmo submetido a tratamentos térmicos, particulas viaveis do VACV podem ser detectadas,
como foi demonstrado por De Oliveira e colaboradores, 2010.

Nesse contexto, o VACV emerge como uma fonte significativa de preocupacao,
principalmente devido ao fato de que 0 QMA, nédo passa por nenhum tratamento térmico durante
0 seu processo de producdo, o que poderia inativar potenciais agentes infecciosos. 1sso sugere
que, em propriedades onde surtos do VACYV estejam ocorrendo, 0 QMA pode representar um
veiculo de transmissdo do virus aos consumidores. Esse cendrio ressalta a necessidade de
implementacdo de medidas preventivas rigorosas durante todas as etapas da producdo e
manipulacdo do QMA para garantir a seguranca alimentar e a protecdo da satde publica.

Como evidenciado por Rehfeld e colaboradores em 2017, os queijos produzidos a partir
de vacas experimentalmente infectadas pelo VACV apresentaram a persisténcia de particulas
infecciosas do virus, mesmo ap6s o processo de maturacao por 60 dias. Essa constatacdo revela
a presenca de um risco significativo a satde publica, tornando esses produtos inadequados para

consumo devido a presenca de um virus viavel.
3.4.5 Soropositividade para OPXV nas propriedades estudadas

Nos ultimos vinte anos, podemos observar um crescente no que tange a investigacao
sobre a circulacdo e a manutencdo do VACV em ambientes rurais, silvestres e urbanos no
Brasil. No entanto, apesar dos esforcos, ainda ha muitas lacunas a serem elucidadas sobre o
ciclo de transmissao deste virus. Especificamente, pouco se sabe sobre o papel das espécies de
animais domeésticos e/ou silvestres nesse processo, 0 que destaca a necessidade continua de
pesquisas adicionais para elucidar completamente essa complexa dinamica de transmissao
(TRINDADE et al, 2007, OLIVEIRA et al., 2017, COSTA et al., 2015).

Neste trabalho foram analisadas 7 amostras de soros humanos e 115 amostras de soros
de animais domésticos oriundos das propriedades rurais onde o estudo foi conduzido. Na tabela
abaixo podem ser observados o quantitativo de cada grupo assim como o0s resultados
encontrados nos testes de soroneutralizacdo por reducdo de placa, que demonstra a

soropositividade para OPXV das referidas amostras.

Tabela 12 — Grupos analisados por PRNT para o género OPXV

PRNT Positivo PRNT Negativo Total Animais
(un.) (un.) (un.)

Bovinos 93 2 95 97,89 2,11

Grupo Positivo (%) Negativo (%)

Equideos 5 0 5 100,00 0,00
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Canideos 12 3 15 80,00 20,00

Humanos 5 2 7 71,42 28,58
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A investigacdo soroldgica das amostras coletadas na regido revelou um cenério de
circulagdo silenciosa do VACV entre os animais domésticos presentes, abrangendo tanto
bovinos quanto equinos e cées. Esses resultados refletem uma dindmica epidemioldgica
complexa e preocupante, evidenciando a possivel presenca e disseminagdo do virus em diversas
espécies animais de interesse econdmico e sanitario. Estes achados demonstraram uma
soropositividade para OPXV maior que 70% nas amostras analisadas, indicando uma alta taxa
de exposicdo ao virus entre os animais da regido. Especificamente, os equideos apresentaram
uma soropositividade de 100%, sugerindo uma prevaléncia significativamente alta do VACV
nessa populacéo.

Esses achados sdo de extrema relevancia epidemioldgica, uma vez que destacam a
importancia de uma vigilancia ativa e continua para monitorar e controlar a propagacéo do
VACV em éreas rurais. Além disso, ressaltam a necessidade de implementacdo de medidas
preventivas e estratégias de manejo adequadas para reduzir o risco de transmissao do virus entre
0s animais e, potencialmente, para humanos.

Os resultados do nosso estudo demonstram de fato a circulacéo silenciosa do VACV na
regido estudada, uma vez que das quatro propriedades avaliadas, apenas uma relatou
anteriormente a ocorréncia de lesdes sugestivas de VACV em bovinos e humanos. Esse achado
indica que, embora a manifestacdo clinica da doenca possa ser esporadica ou subclinica, a
presenca do VACV nas propriedades rurais pode ser mais disseminada do que indicam o0s
registros de casos clinicos. Isso ressalta a importancia da vigilancia epidemioldgica ativa para
detectar e monitorar a circulacdo do virus mesmo em areas onde a ocorréncia de casos
sintomaticos seja baixa.

A circulacdo silenciosa do VACV nesta regido suscita preocupacfes significativas,
especialmente devido ao fato de o municipio do Serro ser um grande polo produtor de leite e
uma das principais regides queijeiras do estado. Sua importancia na producdo de laticinios é
destacada pelo fato de ter sido a primeira regido a ser reconhecida como patrimonio imaterial e
posteriormente ser reconhecida pela Convencédo da UNESCO (NETTO, 2011). Diante desse
cenario, a presenca do VACV na regido pode representar um risco significativo para a industria
lactea local, bem como para a salde publica, destacando a necessidade de medidas preventivas
e de controle para mitigar os potenciais impactos negativos dessa circulacédo viral. Dessa forma,

a circulacdo do VACV pode ocasionar surtos e estes estdo diretamente relacionados a
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diminuicdo da producéo de leite, a morbidade dos trabalhadores que lidam diretamente com o
rebanho assim como a falta de inocuidade dos produtos produzidos a partir da matéria prima
contaminada (BORGES et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017).

O estreito contato entre os animais domésticos e os bovinos, conhecidos como
hospedeiros do VACV, pode oferecer uma explicacdo plausivel para a alta soropositividade
observada em todos os grupos analisados. Apesar da falta de dados consolidados sobre a
transmisséo especifica entre os diferentes animais domesticos presentes nas fazendas, estudos
indicam que o compartilhamento de espaco, bem como de comedouros e bebedouros, pode
desempenhar um papel significativo na disseminacdo do virus entre esses animais. Borges e
colaboradores em 2018 demonstraram que quando os equideos e bovinos sdo mantidos juntos
na propriedade, e devido a natureza do trabalho exigido, o contato dos equideos com 0s bovinos
é consideravelmente intenso. Por esse motivo é comum que 0s equideos tenham acesso livre
aos currais, compartilhem pastagens, agua e dispositivos de alimentacdo com os bovinos;
portanto, equideos alojados em pequenas propriedades com gado leiteiro podem de fato estar
mais expostos a qualquer patdgeno circulante entre o gado leiteiro. Do mesmo modo, podemos
inferir que o contato dos cdes com o bovinos, podem favorecer o processo de disseminacédo de
patdégenos que afetam os bovinos como o VACV nestes outros grupos de animais. Essa
interacdo préxima e a potencial exposicdo a agentes infecciosos entre os diferentes grupos
animais podem contribuir para a ampla prevaléncia do VACV observada na regido estudada
(PERES et al., 2013; BORGES et al., 2018).

Outro fator crucial na disseminacdo e perpetuacdao da circulacdo do virus nas
propriedades sdo as fezes dos animais infectados. Estudos demonstraram que vacas
experimentalmente infectadas tém a capacidade de eliminar o virus através das fezes. Essa via
de excre¢do do virus pode contribuir significativamente para a disseminacdo do VACV no
ambiente, especialmente em areas onde ha contato préximo entre animais e onde praticas
sanitarias podem ser sub Otimas. Portanto, a contamina¢do ambiental por meio das fezes
representa uma importante rota de transmissao e deve ser considerada na implementacéo de
medidas de controle e prevencdo da doenca nas propriedades rurais (REHFELD, 2016).
D'anunciagdo e colaboradores em 2012, demonstraram em seus estudos que camundongos
BALB/c expostos a fezes de vacas experimentalmente infectadas adquiriram a infeccéo e
eliminaram o virus em suas fezes, sugerindo que as fezes de bovinos infectados poderiam
representar uma fonte constante de contaminagdo ambiental do VACV. Rehfeld e colaboradores
(2016) por sua vez, demonstraram em seus estudos que vacas infectadas experimentalmente por

VACYV eliminam o DNA viral em suas fezes mesmo ap0s a resolucédo das lesdes em seus Uberes.
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Dessa forma, esses estudos mencionados também sugerem que as fezes de vacas
infectadas podem representar uma fonte critica de transmissao do VACV, desempenhando um
papel significativo na disseminacdo do virus dentro da propriedade e potencialmente entre
fazendas vizinhas. Essa constatacdo destaca a importancia de medidas eficazes de controle e
prevencdo para limitar a propagacéo do virus, incluindo praticas sanitrias adequadas, manejo
cuidadoso dos dejetos animais e vigilancia epidemioldgica ativa para identificar e responder
rapidamente a surtos de doencas.

Essa hipbtese ndo foi corroborada pelo presente estudo, pois nos testes moleculares
conduzidos utilizando a técnica de gPCR, néo foi detectado DNA viral do VACV nas amostras
coletadas. Assim como com os resultados moleculares das amostras de queijo e leite, 0s quais
indicaram a auséncia de surtos recentes nas propriedades avaliadas. Essa falta de detec¢édo do
DNA viral sugere que, embora 0 VACV possa estar circulando de forma silenciosa na regido,
ndo houve evidéncias de uma atividade recente ou surtos agudos da doenca durante o periodo
de estudo.

A figura 25 a seguir, representa as possiveis vias de infeccao ou exposicdo demonstradas

no trabalho, sendo elas vias ja estabelecidas na literatura e vias hipotéticas de infecéo.



Figura 34 — Possiveis rotas de infeccdo/exposicao pelo VACV

As setas continuas indicam as vias de transmissdo j& consolidadas na literatura e as setas tracejadas possiveis rotas
de infecgdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Outro fator importante no que tange a circulagdo do virus entre os bovinos analisados
pode se dar devido ao uso de sanitizantes pré ou pds ordenha. Nas propriedades analisadas
constatamos que todas elas faziam uso de sanitizante por pelo menos uma vez durante o
processo de ordenha (antes ou depois). Apesar do uso de sanitizante nos tetos das vacas,
remeterem a um manejo mais cuidadoso, o uso do mesmo copo de sanitizante sem a troca do
seu conteudo em todos os animais pode representar uma fonte de contaminacao e disseminagéo
do virus. Estudos realizados Borges e colaboradores (2017) demonstram que 0 uso da
substancia inadequada ou da substancia certa em dilui¢es inadequadas devido ao excesso de
diluicdo pode tornar o sanitizante incapaz de inativar o virus ou de modo contrario em altas
concentragdes como no uso de iodo por exemplo, pode ressecar 0 teto e gerar lesdes,

ocasionando assim, pequenas solucdes de continuidade que facilitam o processo de exposicédo
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ao virus ou de infecgdo. Ou seja, deste modo, caso um animal esteja infectado, esta técnica de
sanitizacdo de maneira inadequada, pode acarretar na disseminacdo do virus através dos tetos
destes animais. E importante salientar que a exposicdo das mucosas do teto as particulas virais

inativadas também pode gerar imunidade anti-OPXV.
3.4.6 Soropositividade anti-OPXV em humanos

No que diz respeito a detec¢cdo da presenca de anticorpos OPXV nos soros humanos, é
importante salientar que trabalhamos com um nimero amostral reduzido, devido ao nimero
reduzido de individuos residentes nas propriedades estudadas. Isso se deve ao fato em parte
devido a sua proximidade com o perimetro urbano, assim, alguns membros das familias
participantes do estudo residiam na cidade mais proxima, que € o municipio do Serro. Esse
contexto de baixa densidade populacional nas fazendas impactou no tamanho do numero
amostral disponivel para analise, limitando assim a generalizacdo dos resultados obtidos. Deste
modo, das quatro propriedades do estudo, foi possivel realizar a obtencdo de sete amostras de
soro humano.

Tabela 13 - Faixa etaria dos individuos participantes do estudo levando em consideragéo a vacina¢ao
contra a variola até o ano de 1978.

Namero de individuos (un.) Positivo n° (%) Negativo n° (%)
Faixa etaria
<44 anos 3 1(33,3) 2 (66,6)
>44 anos 4 4 (100) 0(0)
Consome leite
Sim 7
Né&o 0
Pratica ordenha
sim 3
ndo 7
Consome queijo
sim 7
nao 0

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Neste estudo, analisamos amostras de 7 individuos, com idade variando de 20 a 63 anos.
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Dentre os individuos amostrados, 5 apresentaram anticorpos anti-OPXV, correspondendo a um
resultado de 71,42% de soropositividade dentre o grupo amostrado. Estes dados s&o superiores
aos encontrados por Costa e colaboradores em 2016, os quais, mediante um estudo transversal
realizado na regido rural do municipio do Serro entre 0s anos de 2012 e 2013, contando com a
colaboracédo de 240 voluntéarios, demonstraram uma soroprevaléncia de 30.8% para os OPXV.
No entanto, é plausivel que nossos resultados sejam atribuidos a limitagdo do tamanho amostral
utilizado na pesquisa, bem como a presenca significativa de individuos com idade superior a 44
anos. A possibilidade de imunizacdo prévia contra a variola em alguns desses individuos deve
ser considerada, o que poderia influenciar os resultados, contudo 2 individuos com idade
superior a 44 anos, informaram ndo ter sido vacinados e ndo possuiam marca vacinal. Estudos
prévios evidenciam a eficacia duradoura da imunidade conferida pela vacina contra a variola,
0 que sugere que a presenca dessa imunidade pode ter impacto nos resultados observados. 1sso
porque, individuos vacinados podem apresentar a presenca de anticorpos por longos periodos
p6s vacinacdo visto que anticorpos especificos anti-OPXV atingem o pico um més apds a
vacinacdo, diminuindo durante o primeiro ano e, em seguida, se mantém constantes durante
varios anos. Hammarlund e colaboradores em 2003 demonstraram que mais de 90% dos
voluntarios vacinados dos seus estudos mantiveram resposta imune humoral e/ou celular
detectavel pelo periodo de 25-75 anos apés a vacinacdo (KENNEDY et al., 2009; MOSS, 2013;
HAMMARLUND, et al, 2003).

Estudos conduzidos por Mota e colaboradores (2010) na regido rural amazonica
revelaram uma soroprevaléncia significativamente menor, estimada em 27,9% entre 0s
individuos analisados. Esta disparidade em relacdo aos resultados da nossa pesquisa pode ser
explicada por diversas razdes. Primeiramente, & importante considerar a diferenga nas areas
geograficas estudadas, visto que caracteristicas ambientais e epidemioldgicas variam entre
regides. Alem disso, a composicao da populacdo investigada por Mota e colaboradores (2010)
pode diferir daquela do nosso estudo, com variagdes em termos de ocupacdo e exposicao a
determinados agentes infecciosos, neste caso ao VACV. Nosso estudo se concentra em
trabalhadores rurais envolvidos na criagdo de bovinos, cuja exposi¢do ao VACV pode ser mais
intensa em comparagdo com outras populagdes rurais. Essa diferenciacdo na exposicéo
ocupacional pode influenciar diretamente os niveis de soroprevaléncia observados entre os

grupos de estudo.

Tabela 14 — Dados sobre consumo e manipulagdo de queijo

Individuo 1 2 3 4 5 6 7
Idade 20 22 25 46 55 60 63




Consome leite
Leite cru ou fervido
Frequéncia consumo de leite
Manipula leite cru/ fabrica
QMA
Realiza ordenha
Ordenha mecénica ou
manual
Consome queijo
Frequéncia do consumo
QMA

sim sim sim
fervido  ambos fervido
mensal semanal semanal

nao sim nao

nao sim nao

- mecanica -
sim sim sim
diario diario diario
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sim sim sim sim
fervido ambos fervido fervido
semanal semanal semanal semanal

sim sim nao sim

nao sim nao sim

- mecanica - mecanica
sim sim sim sim
diario diario semanal diario

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

No entanto, um achado importante do nosso estudo foi a detec¢do de anticorpos anti-

OPXV em individuos que, sabidamente ndo foram vacinados contra a variola, uma vez que

nasceram posteriormente ao ano de 1978. Este dado nos da indicios de uma exposicao a OPXV,

neste caso, potencialmente ao VACV, que é o OPXV que circula endemicamente na regido
(TRINDADE et al., 2009, TRINDADE et al., 2016, ASSIS et al., 2016).

E importante ressaltar que dentre os individuos amostrados, aqueles com faixa etaria

menor que 44 anos foram os que apresentaram menor soropositividade para OPXV. Deve-se

levar em consideracdo que um dos individuos reside hd pouco tempo na regido, sendo

proveniente do ambiente urbano e os outros 2 individuos residem na area urbana da cidade do

Serro, sendo que um deles ndo possui contato assiduo com o ambiente rural, fatores estes que

podem justificar a menor incidéncia de soropositividade neste grupo.

Tabela 15 — Dados demograficos dos individuos participantes do estudo com menos de 44 anos de idade

Demografia NUmero PRNT positivo PRNT negativo
Género

Masculino 2 1 1
Feminino 1 0 1

Faixa etaria (anos)
20<44 3 1 2

Cor da pele autorreferida

Pardo 1 0 1
Preto 1 0 1
Branco 1 1 0

Nivel educacional
Ensino fundamental ou menos 0 0 0
Ensino médio ou mais 3 1 2
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Nunca foi a escola 0 0 0

Area de residéncia

Rural 1 0 1
Urbano 2 1 1
Ocupacao
Trabalhadores rurais 1 1 0
Donas de casa 1 0 1
Outros 1 0 1

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Outro fator relevante que pode explicar a maior incidéncia de anticorpos neutralizantes
observada em individuos com idade superior a 44 anos esta relacionado a préatica regular da
ordenha e manipulacdo de leite cru durante a produgdo de queijo, além da possibilidade de
terem sido vacinados. 1sso se deve ao fato de que, dentro do grupo de individuos mais jovens,
com idade até 44 anos, apenas um deles estava envolvido no processo de ordenha e producéo
de queijo a partir do leite cru, resultando em um menor tempo de exposicao a esse produto e,
consequentemente, em uma menor probabilidade de contato com o virus. E importante destacar
que este mesmo individuo foi o Unico deste grupo a apresentar soropositividade para anticorpos
anti-OPXV, reforcando a hip6tese de que a exposicao ao processo de ordenha e ao leite cru
pode ser um fator determinante na exposicao ao virus. Esse achado sugere que a manipulacéo
direta do leite cru durante a producdo de queijo pode representar uma importante via de
exposicdo ao VACV, especialmente em comunidades onde essa pratica € comum, como na
regido em estudo.

Abaixo podemos observar uma placa de PRNT realizada durante o estudo,
demonstrando um individuo com mais de 98% de anticorpos neutralizantes capazes de
neutralizar o VACV-WR.
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Figura 35 — Soropositividade para OPXV por PRNT

A) amostra humana com mais de 98% de soroneutralizacdo. B) Amostra negativa. C) Controle da placa (poco
superior controle de virus e poco inferior controle de células. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

3.4.7 Conhecimento dos ordenhadores/ produtores sobre a doenca

Durante a aplicacdo do questionario e ao fornecer informacfes sobre 0 VACV e a
doenca por ele causada, foi observado que 42% dos participantes do estudo afirmaram possuir
algum nivel de conhecimento sobre a referida doenca. Estes individuos relataram ter adquirido
essas informacgdes por meio da TV, interacbes com outros proprietarios de fazendas ou
veterinarios, que transmitiram conhecimento sobre este tema ao longo do tempo. No entanto,
apesar do reconhecimento prévio da existéncia da doencga, constatou-se que a profundidade do
conhecimento sobre a VB era limitada entre os participantes. Eles demonstraram ndo estar
familiarizados com detalhes cruciais, como as formas de transmissdo da doenca, sua
disseminacéo entre propriedades, métodos para identificar a origem da infeccéo, estratégias de
controle ou mesmo o quadro clinico associado a doenca. Essa lacuna de conhecimento sugere
uma necessidade de educagéo e conscientizagdo mais abrangente sobre a VB, visando melhorar
a capacidade dos produtores e criadores de gado de detectar, prevenir e responder eficazmente

a casos da doenca em suas propriedades.

Tabela 16 — Dados do inquérito epidemioldgico aplicado no estudo

Individuo 1 2 3 4 5 6 7
Idade 20 22 25 46 55 60 63




Contato ¢/ animais
domeésticos
Manejo e ordenha
Contato animais silvestres
Ja ouviu falar sobre VB

Como conheceu a VB

Ja teve VB
Foi vacinado contra Variola

sim
nao sim
nao nao
sim sim

ocorréncia em
TV :
outra propriedade

nao nao
nao nao

sim
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sim sim sim sim
nao sim nao sim
nao nao nao nao
nao sim nio nao
- veterindrio - -
nao nao nao nao
nao sim sim ndo

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.

Dessa forma, é possivel inferir que, embora os participantes relataram ter conhecimento

da existéncia da doenca, esse conhecimento tende a ser superficial e ndo oferece uma base sélida

para medidas de controle efetivas por parte dos produtores. Destacando a necessidade urgente

de educacdo continuada e apoio técnico para fortalecer a capacidade dos produtores de gado em

lidar com questfes de salde animal.

Por esse motivo, decidimos implementar uma estratégia de intervencdo educacional,

consistindo na distribuicdo de materiais informativos aos participantes do estudo. Esses

materiais educativos incluem folders elaborados pelo grupo de estudos Ecovir, abordando

informacdes detalhadas sobre o VACV, a doenca por ele causada, além de orientacfes sobre

formas de transmissdo e medidas de controle da doenca. A entrega desses materiais teve como

objetivo principal fornecer aos produtores de gado conhecimento substancial e pratico sobre a

VB, capacitando-os a adotar medidas preventivas e de controle mais eficazes em suas

propriedades. Essa iniciativa busca preencher a lacuna de informagédo identificada durante a

pesquisa e contribuir para uma melhor gestdo da salde animal na regido estudada.

Figura 36 — Cartilha educativa sobre conhecimento e prevencédo da VB no rebanho
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Figura 37 — Cartilha educativa sobre a VB

Bolhas ou feridas (com ou sem casca)
podem aparecer nas tetas das vacas, no
focinho &/ou na boca dos bezerros. Dessa
forma, € RECOMENDADO que o vagueiro
use luvas para manipular os animais, pois
do contrério ele pode pegar a doenga

Quando doente, o homem pode ter bolhas
ou feridas em qualquer parte do corpo,
principalmente nas mios e nos bragos.
inguas, dores no corpo, febre e cansago

também s&o comum

Quando doente, o individuo deve cobrir as

lesdes com gaze para evitar a transmissio
do virus para outras pessoas, animais e

dlnmnhuﬁlc ne meio ambiente

Fonte: BARBOSA, et al., 2021.

3.4.8 Consumo de leite e queijo

Neste estudo, uma das questdes investigadas refere-se ao papel do consumo de leite e
seus derivados, especialmente se contaminados, e sua possivel contribuicdo para a exposicao
ao VACV. Considerando que o VACV pode ser transmitido através do contato com secrecBes
e excregbes de animais infectados, como o leite cru pode ser uma fonte potencial de
contaminagdo. Portanto, examinamos a hipétese de que o consumo de leite e seus derivados
ndo pasteurizados, obtidos de animais infectados ou de ambientes onde o VACYV estéa presente,
pode representar uma via de exposicao ao virus para os seres humanos. Essa analise visa avaliar
o0 potencial risco de transmissdo do VACV por meio do consumo desses alimentos e destacar a
importancia de praticas adequadas de higiene e controle de qualidade na produgdo e
comercializacdo de produtos lacteos, visando mitigar os riscos a salde publica relacionados a
VB.

Os resultados obtidos em nosso grupo amostral revelaram que uma parcela significativa
dos participantes, correspondendo a 85%, apresentavam o habito de consumir leite e queijo

provenientes de suas préprias propriedades pelo menos trés vezes por semana. Entre esses
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individuos, uma proporcéao consideravel, representando 42,8%, relatou fazer o consumo de leite
cru pelo menos uma vez por semana, diretamente no curral da propriedade durante o processo
de ordenha. Esses achados assumem relevancia consideravel, especialmente a luz de um estudo
conduzido por Rehfeld e colaboradores em 2015, que demonstrou a deteccdo molecular do
VACV em amostras de swab oral, quando avaliaram a infeccdo experimental em um modelo
murino através da ingestdo de leite contaminado. Além de Rehfeld, Oliveira, 2021 realizou um
estudo com 372 individuos provenientes da populacdo urbana da regido do Serro e demonstrou
a deteccdo molecular do gene C11R em 21 (5.6%) amostras, o numero foi ainda maior
utilizando como alvo o gene A56R, sendo possivel observar um quantitativo de 33 (8.8%)
amostras positivas. Os resultados foram confirmados através de sequenciamento, demonstrando
se tratar do virus VACV. Essas descobertas destacam a importancia de considerar o consumo
de leite cru e seus derivados como uma possivel via de exposicdo ao VACV, 0 que sugere a
necessidade de medidas preventivas e de seguranga na producdo e consumo desses produtos
lacteos, visando proteger a salde publica contra os riscos associados a VB.

Nos estudos conduzidos, foram empregadas técnicas de deteccdo molecular para
acompanhar a presenca do VACV e avaliar a soroconversao nos animais infectados, mesmo na
auséncia de sinais clinicos associados & doenca. E importante ressaltar que o VACV pode ser
eliminado no leite de vacas infectadas, mesmo em casos de infeccdo subclinica, ou seja, em que
ndo ha manifestacdo de sintomas evidentes da doenca. Essa caracteristica representa um desafio
significativo para o monitoramento da seguranca desses alimentos, uma vez que a presenca do
virus pode ndo ser detectada visualmente e mesmo animais que ndo demonstram sinais de
doenca podem ser portadores e transmitir o virus através do leite. Assim, a capacidade do
VACYV de ser eliminado no leite, mesmo em casos assintomaticos, ressalta a importancia de
medidas rigorosas de controle e monitoramento para garantir a seguranca dos produtos lacteos,
com énfase na adog&o de praticas de higiene adequadas e métodos de pasteurizacao para inativar
0 virus e reduzir os riscos para a saude pablica (ABRAHAO et al., 2009C; REHFELD et al.,
2017; 2018; OLIVEIRA et al., 2017; MATOS et al., 2018).

Do mesmo modo, Oliveira e colaboradores, 2017 avaliaram a detec¢do dos genes C11R
e A56R em queijos comercializados em um grande centro urbano do estado de Minas Gerais, 0
municipio de Belo Horizonte. Em seus achados, 0s pesquisadores observaram uma detecdo de
28% destes genes das amostras analisadas. Sendo deste modo possivel inferir que o consumo
de leite de derivados contaminados com VACYV pode ser uma via de infegdo.

Outro achado importante é a manutencdo da viabilidade do VACV em diferentes

intervalos de maturacdo dos queijos artesanais. Conforme demonstrado por Rehfeld e
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colaboradores em 2017, o virus foi detectado em queijos submetidos a processos de maturagdo
por até 45 e 60 dias a uma temperatura de 25°C. Essa persisténcia prolongada do VACV em
queijos durante um periodo substancial de tempo aumenta significativamente a possibilidade
de exposicdo dos consumidores ao virus. Dessa forma, o papel do leite e seus derivados torna-
se crucial no que se refere a potenciais fontes de exposi¢do ao VACV. Esses achados reforgcam
a importancia de implementar medidas rigorosas de controle e seguranca ao longo de toda a
cadeia produtiva de laticinios, desde a producéo até o consumo final, com o intuito de mitigar
0s riscos relacionados a transmissao do VACV por meio desses alimentos e garantir a protecdo

da saude publica.
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3.5 Conclusao

A circulagdo ampla do VACV no estado de Minas Gerais € uma realidade constatada,
sendo observada sua presenca na regido do Serro desde o ano de 2005. A evidéncia dessa
circulacdo ndo se restringe apenas aos animais bovinos, mas também inclui equinos, canideos
e seres humanos. As andlises soroldgicas realizadas em todos esses grupos revelaram
consistentemente a presenga de anticorpos anti-OPXV, confirmando a ocorréncia da circulacdo
silenciosa do virus na regido. Esse cenario reforca a importdncia de uma vigilancia
epidemioldgica continua e abrangente para monitorar a disseminagdo do VACV e implementar
medidas preventivas e de controle adequadas. Além disso, destaca a necessidade de
conscientizacao e educacgdo da populacéo local sobre os riscos associados a exposi¢ao ao virus,
visando proteger a salde publica e prevenir a ocorréncia de surtos da doenca. Apesar das
diferentes frequéncias, todos os grupos analisados sdo hospedeiros do VACV, confirmando o
amplo espectro ja proposto para o patdgeno. Isso porque a soropositividade entre os grupos foi
de no minimo 71,42% (humanos) chegando a 100% no caso dos equideos analisados. Muito
embora este trabalho ndo seja suficiente para a determinacgéo dos papéis precisos de cada animal
na circulacdo do VACV ou na ocorréncia da VB, a alta taxa de soropositividade observada em
todos os grupos demonstra a necessidade de maior atencédo sobre a circulacdo do VACV. A
soropositividade observada em humanos pode estar intimamente relacionada ndo apenas ao
contato direto com os bovinos, mas também ao consumo de leite cru e seus derivados, como o
queijo produzido a partir dele. Além disso, o contato direto com 0s bovinos representa outra
possivel via de exposicdo ao VACV. A constatacdo da circulacao silenciosa do VACV entre 0s
grupos analisados destaca a necessidade urgente de implementar medidas de controle para a
VB que envolvam o manejo adequado desses animais. Essas medidas tornam-se ainda mais
imprescindiveis diante da constatacdo de que, apesar dos participantes relatarem possuir
conhecimento sobre a doenca, esse conhecimento se mostra superficial e insuficiente para o
controle efetivo da circulacdo do virus. Ademais, a recente emergéncia de infeccdes clinicas
pelo VACYV requer monitoramento constante. A auséncia de casos clinicos humanos associados
a VB pode ser uma questdo meramente temporal. Portanto, é essencial manter a vigilancia
epidemioldgica ativa e estar preparado para responder rapidamente a qualquer aumento na
incidéncia de infec¢des clinicas relacionadas ao VACV. A adocéo de medidas preventivas e de
controle robustas, aliada a educacéo e conscientizacdo da populacéo, € fundamental para mitigar

0s riscos a saude publica e prevenir potenciais surtos da doenga.
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4 CAPITULO 11 - INVESTIGACAO DO TEMPO E TEMPERATURA NECESSARIOS
PARA INATIVAR O VACV EM LEITE EXPERIMENTALMENTE INFECTADO

4.1 Objetivos
4.1.2 Objetivo geral

Investigar os parametros de tempo e temperatura necessarios para a inativagdo do
VACYV presente no leite UHT experimentalmente infectado, visando obter uma compreenséo
dos intervalos de tempo e temperatura necessarios para a inativacdo eficaz deste virus em
ambientes de producédo durante periodos de surtos de VACV.

4.1.3 Objetivos especificos

e Avaliar o tempo e temperatura empregados capazes de inativar o VACV em leite
experimentalmente infectado;

e Auvaliar a importancia da carga viral do VACV presente no leite infectado frente diferentes
tempos e temperaturas;

e Avaliar o papel do armazenamento do leite infectado sob refrigeragéo e sua importancia no

gue tange a manutencao da carga viral de VACV presente no leite infectado.
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4.2 Fluxograma de trabalho




106

4.3 Materiais e métodos
4.3.1 Cultivo celular para titulagéo viral

O cultivo celular foi realizado conforme o item 5.10 apresentado anteriormente no

capitulo I do presente estudo.
4.3.2 Virus

O virus utilizado no presente estudo encontra-se descrito no item 5.8 do capitulo 1.
4.3.3 Titulagéo Viral

A titulacéo viral foi realizada conforme descrito no item 5.14 do capitulo | deste estudo.
4.3.4 Infeccao experimental do leite UHT Leite infectado

Em nosso estudo, utilizamos em nossos experimentos o leite UHT integral comercial da
marca Itambé. Este leite foi entdo infectado com a cepa amostra VACV Western Reserve cedida
pelo Laboratério de Virus da UFMG. Dessa forma, o virus que se encontrava armazenado a
uma temperatura de -80°C, passou pelo processo de descongelado em uma caixa com gelo para
que ndo sofresse um descongelamento abrupto. Sequencialmente, o virus foi alocado em um
sonicador ultrassdnico a fim de que o0s virus presentes na solucéo se dissipassem no meio. Este
processo foi realizado por 3 vezes em um intervalo de tempo de 30 segundos, seguidos de 30
segundos alocados em uma caixa de gelo com a finalidade de buscar a preservacdo do titulo
viral. Posteriormente este virus VACV foi diluido em 1.800ul de leite UHT para obter a
concentragdo de 10* virus/ml. Em seguida, o leite infectado foi armazenado em eppendorfs
estéreis e alocados em banhos secos no tempo e temperatura de interesse. O tempo e
temperatura de interesse foram: 4°C/ 96 horas; 22°C/ 1 hora, 40°C/5 minutos/ 10 minutos/30
minutos/ 45 minutos/ 60 minutos; 50 °C/5 minutos/ 10 minutos/ 30 minutos/ 45 minutos/ 60
minutos; 60°C/30 minutos/ 45 minutos/ 60 minutos; 90°C/30 minutos/ 45 minutos/ 60 minutos.
Apbs o processamento térmico, 50ul de leite infectado foi diluido em 450ul MEM 0%,

resultando assim em um titulo de 10 3 virus/ml.
4.3.5 Avaliacdo da inativacdo de particulas virais

Para avaliacdo da inativacao viral, 50ul de leite infectado foram diluidos em 450ul
MEM 0%. Em seguida, 450ul de leite infectado diluido foi alocado em placas de cultura

contendo células BSC40 com monocamada apresentando 80% de confluéncia. As placas foram
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entdo submetidas ao processo de adsorgdo que consiste na agitagdo das mesmas em um intervalo
de tempo de 10 em 10 minutos durante o periodo de 1 hora. Sequencialmente foi adicionado
em cada pogo 1,6 ml de MEM suplementado a 2% de FBS. Essas placas foram incubadas em
estufa de CO2 por 48 horas. Apos este periodo, as placas foram fixadas com formaldeido a 3,7%
por 30 minutos e coradas com cristal violeta 2% por 15 minutos. Finalizado este processo, as
placas de lise foram contabilizadas para constatar a inativacdo ou ndo do virus pelo tempo e
temperatura de interesse.
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4.4 Resultados e discusséo
4.4.1 A influéncia da temperatura na inativagéo do VACV

Para verificarmos a influéncia da temperatura na inativacdo do VACV, um dos pontos
de preocupacdo durante a condugdo do nosso estudo, foi a manutencéo estavel das temperaturas
durante os testes. Devido a esta preocupacao, os testes conduzidos em temperatura ambiente,
foram realizados em sala fechada com ar condicionado para nos proporcionar 0 maior controle
possivel da temperatura. Desse modo, a temperatura ambiente, uma das nossas temperaturas de
interesse permaneceu estavel durante todo o processo, sendo a temperatura ambiente mantendo-
se a 22°C. No que diz respeito a condicdo para o teste de em baixa temperatura, esta permaneceu
estavel a 4°C. As demais temperaturas interessantes de interesse foram 40, 50, 62, 70 e 90 °C
controladas por aquecedor digital de banho seco/bloco, por periodos que variaram de 5 minutos
a 1 hora. Em todas as condi¢bes do estudo, além da manutencdo da temperatura pelos
equipamentos anteriormente citados, termdmetros de mercurio foram utilizados, a fim de se
obter aferir com maior precisdo o mais fidedigno possivel as temperaturas de interesse.

Mimetizados e considerados todos 0s pontos de interesse, o primeiro teste consistiu em
observar se a temperatura da geladeira (4°C) seria capaz de diminuir ou afetar a carga viral. Os
resultados obtidos nesta fase inicial de investigacdo demonstraram que a carga viral permaneceu
inalterada por um periodo de até 96 horas quando mantida sob condi¢des de temperatura de
refrigeracdo. Este teste representa um dos aspectos fundamentais da nossa pesquisa,
especialmente ao considerar regifes endémicas do VACV, como o Brasil. 1sso porque em
muitas regibes e propriedades, é comum que o leite ordenhado seja armazenado em geladeiras
até o momento do consumo. Com base nas observacdes realizadas durante nosso estudo de
campo, constatamos que, em muitos casos, este leite armazenado em geladeira é consumido
diretamente, sem que seja submetido a qualquer processamento térmico previo, o que ressalta
a importancia de investigar a estabilidade do VACV nessas condicOes especificas de
armazenamento e consumo de leite.

Este aspecto assume uma importancia crucial, pois o leite infectado e armazenado sob
refrigeracdo em geladeira sem ser submetido a qualquer tratamento térmico pode representar
uma fonte significativa de contaminagao para os consumidores desse produto nessas condicdes,
especialmente em areas endémicas. Esta pratica pode, assim, servir como uma potencial via de
infeccdo para o VACV, destacando a necessidade iminente de conscientiza¢do sobre 0s riscos
associados ao consumo de leite ndo tratado termicamente em regides onde o VACV é endémico.
Além disso, ressalta a importancia de implementar medidas de seguranca alimentar adequadas
para mitigar o potencial de transmissédo do VACV por meio desta forma de consumo.



109

De acordo com os estudos conduzidos por De Oliveira e colaboradores em 2010, foi
observado que o VACV manteve sua viabilidade no leite apds 48 horas de armazenamento em
camara fria e freezer. Os resultados obtidos em nosso estudo corroboram com essas descobertas,
demonstrando uma concordancia com os achados prévios mencionados.

Adicionalmente, os estudos realizados por Costa e colaboradores em 2015, os quais
investigaram uma populacéo rural em uma area endémica de VB na regido da bacia leiteira do
Serro, ndo identificaram correlacéo entre a deteccdo de anticorpos neutralizantes anti-OPXV e
0 contato direto com rebanhos ou ambientes silvestres. Esses achados sugerem a possibilidade
de que o leite infectado possa representar uma via potencial de infeccdo para os seres humanos,
especialmente considerando a estabilidade prolongada do VACV em diferentes condi¢des de
armazenamento. Essa hipotese enfatiza a importancia de se compreender e abordar 0s riscos
associados ao consumo de leite contaminado, bem como a necessidade de implementar medidas
adequadas para mitigar a transmissao do VACV por essa via (DE OLIVEIRA 2010; COSTA
etal., 2015).

Figura 38 — VACV a temperatura de refrigeracédo (4°C)
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Leite infectado com VACYV ap6s 96 horas incubado em geladeira. Os circulos vermelhos representam o tempo em
que o leite infectado foi testado durante 96 horas. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Figura 39 — Titulagdo do leite infectado

Titulagdo do leite infectado apds 96 horas a 4°C. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Como pode ser observado na figura 38 o leite UHT, portanto um produto sem nenhum
tipo de contaminagéo foi infectado com uma carga viral de 10% de VACV e verificamos o titulo
viral ali presente nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas pos infeccdo, submetido a
uma temperatura de 4°C. Como pode ser observado, mesmo apds 96 horas, a titulacéo do virus
permaneceu estavel, ndo apresentando qualquer diminuicdo ao longo do experimento sob esta
temperatura. Este resultado é preocupante, especialmente em regides endémicas para 0 VACV,
pois indica que o virus pode manter sua viabilidade por um periodo prolongado de tempo
mesmo em condi¢Oes de refrigeracdo, o que aumenta o potencial de transmissdo e a importancia
de medidas preventivas rigorosas nessas areas.

Embora tenha sido observado durante nosso estudo que muitos individuos consomem
leite sem qualquer processamento térmico, é importante destacar que alguns deles optam por
submeter o leite a um processo de fervura, conhecido como tratamento térmico doméstico.
Diante dessa variagdo de praticas de consumo, realizamos a submissdo do leite
experimentalmente infectado pelo VACV a diferentes tempos e temperaturas de tratamento
térmico. O objetivo desse procedimento foi investigar como esse binémio de tempo e
temperatura é capaz de reduzir a carga viral do VACV no leite. Essa abordagem experimental
nos permitira compreender melhor a eficacia do tratamento térmico na inativacdo do VACV e,
por conseguinte, avaliar sua relevancia na seguranca alimentar em contextos onde o consumo
de leite é frequente.
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Figura 40 - Inativacéo térmica do VACV em diferentes tempos e temperaturas

1004 @& = &
90- T ® 40°C
— o
S s0- ® 50°C
.L_P P & . 620(:
2 _
£ ™ _— 70°C
R ol ¢ ® 90°C
50 -
30 40 50 60

tempo em minutos

Resultados da inativacdo do VACV ap6s diferentes tempos e temperaturas com leite experimentalmente infectado
(103 PFU/mI). A cor verde representa 40°C, vermelha 50°C, preta 62°C, laranja 70°C e roxa 90°C. E possivel
observar que temperaturas acima de 62°C sdo capazes de inativar completamente o virus a carga viral inicial.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Durante os experimentos, foi possivel realizar uma analise abrangente do
comportamento do VACYV em resposta a uma variedade de tempos e temperaturas. Essa analise
permitiu uma compreensdo mais detalhada da sensibilidade do VACV as condicdes térmicas
varidveis, contribuindo assim para a avaliacdo da eficacia de diferentes protocolos de
tratamento térmico na inativacdo do virus.

Como pode ser observado no grafico 33 em temperaturas de 40°C e 50°C, o virus
apresenta uma diminuicdo expressiva da carga viral entre 30 e 60 minutos. Em contrapartida, é
possivel constatar que as temperaturas de 62°C, 70°C e 90°C foram capazes de inativar
totalmente a carga viral do leite presente no leite. Estes resultados corroboram com estudos
conduzidos por Kampf que demonstram a eficacia do calor contra o VACV (Kampf, 2022).

Diante dessas descobertas, buscamos investigar o impacto da carga viral nos resultados
obtidos. Para tanto, replicamos os mesmos experimentos sob as mesmas condi¢des, tempos e
temperaturas de interesse, porém utilizando uma carga viral mais elevada (10° PFU/ml). Essa
abordagem nos permitiu avaliar como a variagdo na carga viral pode influenciar a resposta do
VACYV aos diferentes tratamentos térmicos, proporcionando uma compreensao mais abrangente
dos fatores que afetam a eficacia desses protocolos na inativagéo do virus. Os resultados podem

ser observados a seguir.
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Figura 41 - Inativacéo térmica do VACV em diferentes temperaturas
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Resultados da inativagdo do VACYV apds diferentes tempos e temperaturas com leite experimentalmente infectado
(106 PFU/mI). A cor verde representa 40°C, vermelha 50°C, preta 62°C, laranja 70°C e roxa 90°C. E possivel
observar que temperaturas acima de 62°C sdo capazes de inativar completamente o virus. Fonte: Elaborado pelo
autor, 2021.

Conforme evidenciado na figura 34, observamos que a carga viral ndo teve impacto
significativo na inativacdo do virus. Os experimentos conduzidos com uma carga viral mais
elevada ndo apresentaram resultados substancialmente diferentes daqueles realizados com uma
carga viral de 10° PFU/mI. Essa constatagio sugere que, dentro do intervalo de cargas virais
testadas, a eficacia dos tratamentos térmicos na inativacdo do VACV néo foi sensivelmente
afetada pela variacdo da carga viral. Esses resultados sdo relevantes para o desenvolvimento de
estratégias de controle e prevencdo da transmissdo do VACV por meio de produtos lacteos,
indicando que os protocolos de tratamento térmico podem ser igualmente eficazes
independentemente da carga viral inicial.

Essas descobertas sé@o de suma importancia para o avanco do conhecimento sobre a
cinética do calor em relacdo ao VACV. Os resultados sugerem que a inativacdo térmica do
VACYV segue uma cinética semelhante a observada em outros OPXV, dada a similaridade entre
eles. Essa compreensdo é crucial ndo apenas para a eficicia dos protocolos de tratamento
térmico na industria de alimentos, mas também para o desenvolvimento de estratégias de
controle e prevencao de infec¢bes por OPXV em geral. Essas descobertas podem contribuir
significativamente para a formulacdo de diretrizes de seguranca alimentar e politicas de saude
publica relacionadas & manipulagéo e ao consumo de produtos lacteos em &reas endémicas para
OPXV.

Considerando os individuos que adquirem o leite cru, sem qualquer tratamento térmico
em suas residéncias, buscamos avaliar o processo pelo qual esse leite é posteriormente
consumido. Para isso, investigamos o método de processamento domestico ao qual o leite €
comumente submetido, o qual envolve o aquecimento até atingir a temperatura maxima de
ebulicdo, que é de aproximadamente 60°C. Esse processo é frequentemente realizado em um
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curto periodo de tempo, no qual o leite permanece nessa temperatura por alguns segundos até
o desligamento do fogo utilizado para atingir esta temperatura. Com base nesse cenario
domeéstico tipico, procuramos reproduzir esse procedimento com o leite experimentalmente
infectado pelo VACV. Essa abordagem nos permitird avaliar a eficicia desse metodo de
tratamento térmico na inativacao do VACYV, fornecendo insights valiosos sobre a seguranca do
consumo de leite cru em ambientes domesticos.

Conforme evidenciado no gréfico, observamos que o leite submetido a temperaturas de
40°C e 50°C por periodos de 0, 5 e 10 segundos ndo apresentou reducdo na carga viral do
VACYV contida no leite. Esses resultados sugerem que essas condicGes de tratamento térmico
ndo foram eficazes na inativacao do virus, o que tem implicacGes significativas para a seguranca
do consumo de leite cru em ambientes domésticos. Essa constatacdo destaca a importancia de
considerar cuidadosamente os métodos de processamento térmico ao lidar com leite cru e
ressalta a necessidade de medidas preventivas adicionais para mitigar os riscos de transmissdo
do VACV no ambiente doméstico.

Figura 42 — Inativagéo térmica do VACV em diferentes temperaturas
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Inativacdo térmica a 40°C e 50°C nos tempos 0, 5 e 10 segundos (103 PFU/mlI). Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Dessa forma, podemos inferir que o processamento térmico doméstico ao qual o leite é
comumente submetido, caracterizado por temperaturas abaixo de 62°C por curtos periodos de
tempo, ndo é capaz de reduzir a carga viral do VACV se este estiver presente neste produto.
Essa constatacdo é de extrema relevancia, especialmente em &reas endémicas de VB, onde o

consumo de leite cru pode representar uma via de infeccdo significativa para a populacao.
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4.5 Conclusao

Com os resultados experimentais deste trabalho sobre o processamento térmico do leite
experimentalmente infectado pelo VACV podemos inferir que o VACV atua diretamente no
que tange a seguranca alimentar e a saude publica. Os resultados obtidos indicam claramente
que as temperaturas comuns de processamento domeéstico, geralmente abaixo de 62°C e
aplicadas por breves periodos de tempo, ndo sdo capazes de inativar eficazmente o0 VACV
presente no leite. 1sso é especialmente preocupante em areas endémicas de VB, onde o consumo
de leite cru é comum e pode servir como uma importante via de transmissao do virus para a
populacdo. Essas descobertas destacam a necessidade de revisdo das praticas de seguranca
alimentar, bem como da implementacdo de medidas preventivas e educativas mais intensas para
conter os riscos de infeccdo por VACV associados ao consumo de leite cru. Isso inclui a
promocdo de técnicas de pasteurizacdo adequadas e a educagdo dos consumidores sobre 0s
perigos potenciais do consumo de leite ndo processado termicamente. Além disso, ressalta-se a
importancia continua da pesquisa nesse campo para desenvolver estratégias mais eficazes de
controle e prevencédo da disseminacdo do VACV. Em um contexto mais amplo, esta pesquisa
destaca a intersecdo complexa entre a salde animal, a seguranca alimentar e a saude humana.
Ela ressalta a necessidade de uma abordagem holistica e colaborativa para abordar os desafios
enfrentados na protecdo da satde publica contra ameacas zoon6ticas como 0 VACV. Somente
por meio de esforcos conjuntos entre cientistas, profissionais de salde, autoridades regulatérias
e comunidades locais podemos desenvolver estratégias eficazes para mitigar 0s riscos
associados ao consumo de leite cru e os produtos derivados dele para proteger a satde de todos

os individuos em éreas endémicas para a VB.
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5 CAPITULO IlIl — PROSPECCAO SOROLOGICA E MOLECULAR DE
ORTHOPOXVIRUS EM PRIMATAS NAO HUMANOS DA REGIAO NORTE DE
MINAS GERAIS

5.1 Objetivos
5.1.1 Objetivo geral

Prospectar OPXV em primatas ndo humanos na regido norte de Minas Gerais.
5.1.2 Objetivos especificos

e Detectar anticorpos neutralizantes anti- OPXVs em primatas ndo humanos na regido norte
de Minas Gerais utilizando a técnica de PRNT;
e Detectar DNA de OPXVs em primatas ndo humanos do capturados em ambientes silvestres

da regido norte de Minas Gerais, utilizando gPCR para os genes C11R e A56R.
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5.2 Fluxograma de trabalho
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5.3 Materiais e métodos
5.3.1 Colegao de Primatas ndo humanos

Durante o trabalho, foram avaliadas amostras de 51 primatas neotropicais pertencentes
a trés espécies, sendo elas (Callithrix penicillata e C. geoffroy — Familia Callitrichidae; e
Alouatta caraya — Familia Atelidae). Estas amostras foram provenientes de 11 municipios,
espalhados pela porcéo regido norte do estado de Minas Gerais, sendo eles: Salinas, Berizal,
Araguai, Coronel Murta, Unai, Arinos, Rio Pardo de Minas, Taiobeiras, Icarai de Minas, Ubai
e Brasilia de Minas.

As coletas foram realizadas entre os meses de julho de 2020 e janeiro de 2022 e todos
o0s protocolos utilizados para as coletas de espécimes clinicos foram previamente aprovados
pelo Comité Institucional de Etica em Experimentacdo Animal (Protocolo CEUA/IFNMG
n°14/2019) e pelo Ministério do Meio Ambiente (SISBIO n°® 71714-2).

Dessa forma, os saguis de vida livre foram capturados com o auxilio de armadilhas do
tipo Tomahawk e posteriormente analisados (Abreu et al. 2020). Também foram analisados
saguis e bugios doentes ou mortos, quando encontrados por meio de uma rede de informacdes
(De Abreu et al. 2019; Andrade et al. 2021).

Apds a coleta de soro e/ou figado, as amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido
(-196°C) e posteriormente armazenadas em freezers a -80 graus até a realizagcdo dos ensaios
moleculares e sorolégicos.

5.3.2 Area de estudo

As amostras dos primatas ndo humanos deste estudo, foram obtidas através de coletas
realizadas na regido norte do estado de Minas Gerais, Brasil. Esta area esta predominantemente
dentro do bioma Cerrado, mas também podemos observar a presenca de outros biomas sendo
eles a Caatinga e a Mata Atlantica. Os pontos amostrais variaram de acordo com cada municipio
amostrado, abrangendo areas urbanas, rurais ou silvestres, como podem ser observados no mapa

a sequir.
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Figura 43 — Mapa indicando as areas de estudo
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Demonstragdo dos pontos amostrais e biomas pertencentes a area de estudo realizados no estado de Minas Gerais,
Brasil. A figura foi realizada utilizando o software QGIS, versdo 3.10. Fonte Abreu et al., 2022.

5.3.3 Processamento das amostras de figado

As amostras de figado foram elencadas como 6rgdo-alvo para a extragdo do material
genético e diagndstico de infeccdo por OPXV pela técnica molecular de gPCR. Para a realizagdo
do ensaio, as amostras foram retiradas do freezer a -80°C e descongeladas em uma caixa de
isopor com gelo, a fim de evitar perda do material e descongelamento abrupto. Uma porc¢éo de
25 mg do orgao selecionado foi seccionada com o auxilio de uma lamina de bisturi, alocada em
um novo microtubo de 1,5 mL do tipo eppendorf e pesada em balanca de precisdo.
Sequencialmente ocorreu a maceracao da amostra, realizada apés a adi¢do de 200 uL de solucéo
tampdo fosfato salina — PBS (pH 7,2) com auxilio do aparelho bead beater pelo qual foram
submetidas a maceragdo por 3 vezes por um periodo de 30’ cada. Apds este processamento
inicial, as amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo de DNA, utilizando o kit
DNA High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche, conforme orientacdes do fabricante.

5.3.4 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA das amostras dos primatas ocorreu do mesmo modo das extracdes

descritas no item 5.11 do capitulo 1.
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5.3.5 Diluicio das amostras de soro

As diluicOes das amostras de soro provenientes dos primatas ndo humanos ocorreram

do mesmo modo das amostras citadas no item 5.12 presente no capitulo I.
5.3.6 PCR em tempo real

As amostras foram submetidas ao mesmo protocolo citado no item 5.13 do capitulo I.
5.3.7 Soroneutralizagdo por reducdo de placa (PRNT)

A técnica aqui empregada ocorreu do mesmo modo citado anteriormente no item 5.15

presente no capitulo 1.
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5.4 Resultados e discussao

5.4.1 Investigacdo da circulagdo de OPXV em primatas ndo humanos da regido norte do estado

de Minas Gerais

Para a realizacdo da investigacdo da circulacdo de OPXV em primatas ndo humanos da
regido norte do estado, analisamos uma colecdo de amostras cedidas pelo pesquisador Dr.
Felipe Abreu do Instituto Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia do Norte de Minas Gerais,
IFNMG. As coletas das amostras foram realizadas entre os anos de 2020 e 2022. Durante 0
periodo do estudo foram capturados 51 primatas neotropicais pertencentes a trés espécies, sendo
elas: Callithrix penicillata e Callithrix geoffroy pertencentes a Familia Callitrichidae; e
Alouatta caraya pertencente a Familia Atelidae. Dos animais capturados no estudo, foi possivel
realizar a coleta de soro dos animais capturados vivos, enquanto 0s animais encontrados ja sem
vida, as coletas compreenderam tanto soro quanto tecido hepatico. A distribuicdo quantitativa
dessas coletas, delineada por municipio, bem como a tipologia das amostras obtidas e 0s
resultados correspondentes, séo apresentados de forma detalhada na tabela subsequente.

Tabela 17 — Descrigdo das amostras testadas por espécie, habitat, data, ponto de amostragem, alvo e

cidade
ID Espécie Habitat Dc?ntleét(;a Latitude Longitude Soro Figado Cidade
MG10 C. Silvestre  04/07/2020 -16.120847  -42.209519  neg -
penicillata
MG11 C. Silvestre  04/07/2020 -16.120847  -42.209519  neg -
penicillata
MG12 C. Silvestre  04/07/2020 -16.120847  -42.209519  neg -
penicillata
MG13 C. Silvestre  04/07/2020 -16.120847  -42.209519  neg -
penicillata
MG25 C. Urbano  19/09/2020 -16.160950  -42.293317  neg -
penicillata Salinas
MG26 C. Urbano  21/09/2020 -16.160950  -42.293317  neg -
penicillata
MG62 C. Silvestre  13/04/2021 -16.026000  -42.266000 - neg
penicillata
MG63 C. Rural 13/04/2021 -16.157528  -42.311306 - neg
penicillata
MG64 C. Rural 24/07/2021 -16.157528  -42.311306 - neg
penicillata
MG O Rural  17/02/2022 -16.15637  -42.30730 - neg
penicillata
MG14 C. Rural 30/07/2020 -15.711878  -41.800169  neg -
penicillata Berizal
MG15 C. Rural 30/07/2020 -15.711878  -41.800169  neg -
penicillata
MG32 ¢ Rural 18/10/2020  -16.12522  -42.159269  neg - Araguai
geoffroyi
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penicillata
C.
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A. caraya
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penicillata
C.
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Urbano
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Urbano
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Silvestre
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-16.308445
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neg
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Icarai de
Minas

Ubai

Brasilia de
Minas
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122

(neg) negativo (POS) positivo. Soros testados molecularmente e sorologicamente.
molecularmente. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figados testados

Em nossas andlises de soroneutralizacdo pela técnica de PRNT, foi possivel observar a

presenca de anticorpos anti-OPXV (mais de 50% de neutralizacdo do ECP quando comparado

ao controle de virus) em dois primatas da espécie Callithrix penicillata (3,17%). Esses achados,

nos mostram que esses animais PRNT positivos apresentaram uma exposicdo prévia a OPXV.,

Os pontos de amostragem em que estes animais positivos foram encontrados estavam separados

por uma quilometragem de 505 quilémetros em linha reta, demonstrando a ampla distribuigao
geografica de OPXV.
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Figura 44 — Pontos amostrais dos animais positivos
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Mapa indicando onde os animais positivos na PRNT do estudo foram capturados. O local de coleta das amostras
positivas de sdo demonstradas pelos pontos vermelhos. A figura foi realizada utilizando o software QGIS, verséo
3.10. Fonte: Abreu et al., 2022.

A pesquisa sobre a presenca de anticorpos anti-OPXV em primatas ndo humanos ainda
é bastante limitada. Até recentemente, estudos ecoldgicos sugeriam que a circulagdo desses
virus em ambientes silvestres estava principalmente associada a roedores, considerados 0s
reservatorios naturais de virus como o CPXV e o virus akhmeta. No entanto, a deteccdo de
anticorpos anti-OPXV em primatas ndo humanos, como observado em nosso estudo, indica
uma possivel ampliacdo do espectro de hospedeiros desses virus no ambiente silvestre. 1sso
ressalta a necessidade de uma investigacdo mais abrangente sobre a epidemiologia desses virus
em populagdes animais silvestres (CHANTREY et al., 1999; SANDVIK et al., 1998; DOTY et
al., 2019).

Igualmente como no nosso estudo, Abrado e colaboradores 2010 avaliaram a presenca

de anticorpos anti-OPXV em primatas ndo humanos em uma regido silvestre no estado do
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Tocantins. Na regido de estudo, os animais analisados foram capturados em areas de ambiente
silvestre, presumivelmente sem contato com seres humanos e, teoricamente, sem exposi¢do
prévia a gado leiteiro, dadas as caracteristicas das regides de coleta. Em seus achados, estes
pesquisadores encontraram uma alta soropositividade entre os primatas da espécie C. apella,
sendo 68 dos 269 analisados soropositivos para OPXV, ou seja, 25,3% deles. A soroprevaléncia
anti-OPXYV foi ainda maior entre o0s animais A. caraya sendo 13 dos 27 animais dessa espécie
soropositivos com base nos testes de PRNT.

Devido a reatividade soroldgica cruzada entre os OPXV e a inespecificidade do teste de
PRNT, seria possivel inferir que as amostras positivas deste estudo conduzido por Abrado e
colaboradores em 2010 poderiam indicar a deteccdo de qualquer uma das 12 espécies de virus
pertencentes a este género atualmente. No entanto, é amplamente reconhecido, com base em
numerosos estudos sobre OPXV, que se intensificaram principalmente apds 2010, que 0 VACV
é considerado endémico no Brasil. Além disso, infeccBes por outros OPXV eram até o presente
ano do estudo geograficamente restritas a outros continentes e ndo foram identificadas em nosso
pais até o ano de 2022, ano o qual foi registrado o primeiro caso de mpox no pais. Essa distin¢ao
é importante para interpretar os resultados sorolégicos e entender a epidemiologia dos OPXV
no contexto brasileiro. Essa inferéncia pode ser feita de maneira ainda mais assertiva, quando
falamos dos resultados encontrados em nosso estudo, ja que inimeros estudos ja demonstraram
a vasta circulagdo de VACV caracterizados filogeneticamente em surtos ocorridos na regido
sudeste do pais e no estado de Minas Gerais como demonstrados por Trindade e colaboradores
2006 e Drumond e colaboradores 2008.

Em nossos resultados, os dois animais que apresentaram resultados positivos de
anticorpos neutralizantes para OPXV foram coletados em areas proximas ao perimetro urbano,
destacando a proximidade desses animais com 0s seres humanos e animais domésticos. Esse
achado era esperado, considerando a crescente interacdo entre humanos e animais, 0 que
aumenta a probabilidade de propagacdo de zoonoses como a VB. Essa relagdo proxima entre
humanos e animais urbanos ressalta a importancia da vigilancia e controle adequados para
prevenir a disseminacdo de doengas zoonoticas nessas areas. 1sso porque essa intima relagdo
entre homens e animais faz com que os transbordamentos zoonéticos ocorram cada vez mais
(DOS PASSOS; MARTINS, 2020).

Os primatas neotropicais de vida livre soropositivos encontrados em nosso estudo
demonstram esse cenario, pois ambos foram capturados proximo ao ambiente urbano. Esses
resultados, demonstram que esses animais transitam entre ambientes florestais e cidades,

possibilitando eventos de transbordamento zoonoético (DOLJA; KOONIN, 2018). Varios virus
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ilustram essas rotas, como o virus da febre amarela e o virus do herpes. Mesmo assim, pouco
se sabe sobre varios deles em circula¢do, como € o caso do VACV, originalmente descrito em

bovinos no Brasil.

Figura 45 — pontos amostrais de captura
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Demonstragdo dos locais onde os animais do estudo foram capturados e a sobreposi¢cdo destes pontos com a
mesorregido do Jequitinhonha. As regides em amarelo indicam os locais de captura. A regido em roxo, indica a
mesorregido do Jequitinhonha, localidade onde ocorreu a coleta das amostras do capitulo | deste estudo. Fonte:
Elaborado pelo autor, 2021.

Na figura 45 é possivel observarmos o mapa que representa as regides em que 0S
primatas ndo-humanos (PNH) foram capturados, assim como a mesorregido do Jequitinhonha,
local onde esta situado o municipio do Serro, regido a qual foi realizado nosso estudo do
capitulo I deste trabalho. Com este mapa, podemos inferir que a circulacdo de VACV ja
consolidada na regido do Serro, pode ser mais amplamente distribuida do que o ja demonstrado
na literatura e que os animais silvestres como 0s PNH podem ser responsaveis por disseminar
este virus no ambiente silvestre.

De fato, estudos anteriores tém demonstrado que o VACV pode persistir em
reservatorios animais silvestres, incluindo roedores e outros mamiferos, além de animais
domeésticos como gado, equinos, gatos e cdes. Essa ampla gama de hospedeiros potenciais
ressalta a importancia da vigilancia e do controle eficaz para prevenir a transmissao e a
propagacdo do VACV entre diferentes populacdes animais e humanas (ABRAHAO, 2010;
COSTA et al. 2018; PERES et al. 2013). Esses achados fortalecem a no¢do de que algumas
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espécies de roedores podem atuar como pontes entre habitats naturais e ambientes habitados
por humanos e animais domésticos, facilitando a transmisséo do virus de animais silvestres para
animais domésticos e vice-versa. Esse fendmeno destaca a importancia da compreensdo dos
padrdes de interacdo entre diferentes populacGes de animais selvagens e domeésticos com o
homem (ABRAHAO et al., 2009; MIRANDA et al. 2017).

5.4.2 Prospeccdo molecular de VACV em primatas ndo humanos da regido norte do estado de

Minas Gerais

Em nosso trabalho, todas as amostras de soro e figado foram analisadas molecularmente
por ensaios de PCR em tempo real. Como resultado destas analises, foi possivel observar que
todo 0 nosso nimero amostral, sendo ele constituido de amostras de figado e soro dos animais
capturados foram negativas através desta técnica. Esses achados demonstram que no momento
em que as coletas foram realizadas os animais ndo apresentavam infeccdo ativa do VACV,
contudo, com base nos dados soroldgicos anteriormente demonstrados, é possivel inferir que
por mais que 0s animais analisados ndo apresentassem infeccdo aguda por VACYV estes foram
expostos previamente a algum OPXV. Embora a técnica soroldgica utilizada no estudo nao seja
especifica para 0 VACV e sim para 0 género OPXV de maneira ampla, é importante ressaltar
que no Brasil ndo havia até a presente data de coleta das amostras, relatos documentados da
circulacdo de outros OPXV além do VACV. O VACV é um OPXV considerado endémico em
algumas regides, especialmente no estado de Minas Gerais. Portanto, os resultados positivos
para anticorpos anti-OPXV obtidos neste estudo indicam fortemente a exposicdo dos animais a
esse virus especifico, o VACV.

Curiosamente, este estudo marca a primeira identificacdo de evidéncias de exposicéo a
OPXV em Callithrix penicillata. Essa espécie, conhecida por habitar a interface entre ambientes
urbanos e florestais, é frequentemente avistada em diversas areas urbanas brasileiras, onde
mantém contato proximo com os seres humanos (NOGUEIRA et al., 2014). Adicionalmente, a
abrangéncia geografica dos achados positivos indica que essa interacdo entre OPXV e Callithrix
é amplamente disseminada por todo o territorio da regido norte do estado de Minas Gerais.
Essas descobertas representam uma contribuicédo significativa para a compreensdo da dindmica
das interagdes entre primatas ndo humanos e virus zoonoticos, além de destacar a importancia
da vigilancia e do controle de doencas emergentes em ambientes urbanos e rurais.

Nesse contexto, torna-se imprescindivel a realizacdo de estudos sobre a circulacdo dos

OPXV em primatas neotropicais de vida livre. Essa necessidade se torna ainda mais importante
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nos dias atuais, com a introdu¢do do MPXV em novas regides do planeta e as potenciais
consequéncias do possivel estabelecimento de um ciclo zoonotico. A compreensdo dos padrdes
de transmissao e interacdo entre esses virus e 0s primatas ndo humanos é crucial para a previsao
e prevencao de eventos de spill-over (transmissdo de virus de animais para humanos) e spill-
back (transmissdo de virus de humanos para animais), destacando a importancia da vigilancia
epidemioldgica e do monitoramento continuo da sadde das populagdes de primatas neotropicais
e humanos (KOCK, 2014; GLIDDEN et al., 2021).
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5.5 Concluséo

A circulagdo do VACV em primatas ndo humanos é um tema de grande relevancia para
a compreensdo da dinamica das doencas zoondticas e seu potencial impacto na satde humana
e na conservacao da vida selvagem. Os resultados apresentados fornecem evidéncias
significativas da exposicdo desses primatas ao VACV, revelando uma interacdo previamente
desconhecida entre os primatas neotropicais de vida livre e esse agente patogénico. A detecgéo
de anticorpos anti-OPXV em espécimes de primatas, como Callithrix penicillata, destaca a
importancia da realizacdo de estudos adicionais para investigar a extensao e a natureza dessa
interacdo. Além disso, esses achados ressaltam a necessidade de implementacao de medidas de
vigilancia epidemioldgica e de conservacéo, visando monitorar e controlar a disseminagéo do
VACYV em populac@es de primatas ndo humanos. Considerando o contexto atual de emergéncia
de doencas zoondticas, como a mpox, é crucial compreender os fatores que contribuem para a
transmissao desses virus entre animais e humanos. A pesquisa continua sobre a circulagdo do
VACV em primatas ndo humanos desempenha um papel fundamental na prevencdo e no
controle de surtos potenciais, bem como na protecdo da saude publica e da biodiversidade.
Portanto, se torna imprescindivel que esfor¢os sejam direcionados para a realizacdo de estudos
interdisciplinares que abordem a ecologia, a epidemiologia, a fim de elucidar os mecanismos
subjacentes a circulacdo do VACV em primatas ndo humanos e suas implicacGes para a saude
global.
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APENDICES

APENDICE 1 — Questionario epidemiolégico

Ari Projeto:
La borat’orl ’Q AVALIAGAO DA CIRCULAGAO DO VACV EM PROPRIEDADES DA REGIAO
de VI rus DO SERRO-MG: MEDIDAS PARA MINIMIZAR O IMPACTO DO VIRUS
VACCINIA NA ECONOMIA LEITEIRA DA REGIAO.
UF\G
Data da Investigagao: / / Ficha n®:
1. DADOS PESSOAIS
Nome:
Nascimento: / / Idade: Sexo:
Endereco:

Telefone para contato:

Profissao:

Escolaridade: 1) Analfabeto ( ); 2) 1° incompleto ( ); 3) 1° completo ( ); 4) 2° incompleto ( ); 5) 2° completo ( );
6) superior incompleto ( ); 7) superior completo ( ); 8) pés-graduado ( ).

Como vocé classifica sua cor/etnia? 1. Branco ( ); 2. Preto( ); 3. Pardo ( ); 4. Amarelo ( ); 5. Indigena ( ).

Qual a sua faixa de renda familiar bruta mensal?

1

2

-

5.

6.
Quintal ( ) Outros,

7.

Caso sim, como e com qual periodicidade:

8.

. Contato com animais domésticos? 1. Sim ( ) 2.N&o( ) Quais:
. Manejo e ordenha de gado 1.Sim( ) 2.N&o( )Quais:
. Presencga de animais com alguma les@o? 1. Sim( ) 2. Ndo( ) Quais:

. Contato com animais silvestres? 1. Sim ( ) 2. Nao( ) Quais:

. Até 1 salario ( ); 2. Até 2 salarios ( ); 3. De 2 a 3 salarios ( ); 4. De 3 a 4 salarios ( ); 5. Acima de 4 salarios ( );
6.

Ignorado ( ).

. DADOS CLINICOS-EPIDEMIOLOGICOS

Presenca de roedores na casa/propriedade? 1. Sim ( ) 2.Nao( )

Caso a propriedade tenha roedores, onde estes animais sdo normalmente vistos? 1. Dentro de casa ( ) 2.

Faz Controle de Ratos: 1.Sim ( )2.Nao( )

Ja ouviu falar da Vaccinia Bovina? 1. Sim( ) 2.Nao( )

9. Como ficou conhecendo a doenga? 1. Ocorréncia de surto ( ); 2. Radio ( ); 3. TV ( ); 4. Outro proprietario ( ); 5.
Técnico ( ); 6. Jornal ou revista ( ); 7. Internet ( ); 8. Outro meio,

10. Ja ocorreu surto de Vaccinia Bovina na propriedade? 1. Sim ( % Nao ( )
Quando?

11. Teve a Vaccinia Bovina? 1.Sim( ) 2.N&o( ) 9.Ignorado( )

12. Se sim, quais sintomas apresentou? 1. Febre ( ); 2. Cefaléia ( ); 3. Mialgia ( ); 4. Conjuntivite ( ); 5. Dor
abdominal ( ); 6. Calafrios ( ); 7. Vomitos ( ); 8. Linfadenopatia ( ); 9. Nauseas ( ); 10. Ictericia ( ); 11. Lesdes

disseminadas ( ); Outros

13. Ocorréncia de lesdes visiveis? 1. Sim( ) 2.Nao( ) 9.lIgnorado ( )
Local da lesao:
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Duracéo (dias):

14. Tipo da lesdo: 1. Papula ( ); 2. Vesicula ( ); 3. Pustula ( ); 4. Ulcera ( ); 5. Eritema periférico ( ); 6. Infecgdo
bacteriana ( ); Mais lesdes:

15. Presenca de cicatriz? 1. Sim( ) 2.N&do( ) 9.Ignorado ( )
Onde: 1. Maos ( ); 2. Brago( ); 3. Antebraco( ); 4.Face( ); 5. Pernas( ); 6.Outra( )

16. Mais alguém na propriedade adoeceu? 1. Sim( ); 2. Ndo( )
Se sim, em que regides do corpo apareceram lesdes caracteristicas? 1. Maos ( ); 2. Brago( ); 3. Antebraco ( ); 4.
Face ( ); 5.Boca( ); 6.Pernas( ); 7. Outras

3. ANTECEDENTE VACINAL

1. Vacinado para a variola? 1. Sim( ) 2.Nao( ) 9. Ignorado ( )
2. Marca vacinal no braco esquerdo? 1. Sim( ) 2.Nao( ) 9.Ignorado( )

4. CONSUMO E MANIPULACAO DE LEITE

-

. O leite é usado na alimentacdo familiar? 1. Sim ( ); 2. Nao( )

2. Qual a origem do leite consumido? 1. Préprio ( ); 2. Industrial ( ); 3. Propriedade rural do municipio ( ); 4.outra

3. O leite é fervido? 1. Sim ( ); 2. Nao ( )

4. Ha consumo de leite cru? 1. Sim ( ); 2. Nao( )

5. Se sim, com qual frequéncia? 1. Diariamente ( ); 2. Semanalmente ( ); 3. Mensalmente ( ); 4. Anualmente ( )

6. Realiza a manipulagéo do leite cru para producéo de queijo ou derivados? 1. Sim ( ); 2. Nao ( )

7. Durante a manipulagdo do leite para a produgdo de queijo e derivados faz uso de luvas ou algum equipamento de

protecao individual?
1( )Luvas 2 ( ) outos equipamentos, quais?

8. Os produtos sdo comercializados? Sim ( ); 2.Nao( )

9. Realiza ordenha? 1. Sim ( ); 2.Nao( )

10. Tipo de ordenha: 1. Manual ( ); 2. Mecanica ( )

11. Numero de ordenhas pordia: 1( ); 2( ); 3( ); mais

12. Onde o leite € armazenado apds a ordenha? 1. Latdo ( ); 2 Tanque de expanséo ( );

13. O leite produzido na propriedade é distribuido? 1. Sim ( ); 2. Néo ( ) Se sim, para onde?

14. Utiliza algum produto para a desinfec¢do das maos durante a ordenha? 1. Sim ( ); 2. Nao( )
Se sim, em qual momento? 1. Antes da ordenha ( ); 2. Entre vacas ( ); 3. Apds a ordenha ( )

15. Utiliza algum produto para a desinfecg¢éo dos tetos durante a ordenha? 1. Sim ( ); 2. Nao( )
Se sim, em qual momento? 1. Antes da ordenha ( ); 2. Depois da Ordenha ( )

5. DADOS SOBRE A PROPRIEDADE

1. Qual a dimensé&o da propriedade?

2. Qual o nimero de animais do rebanho?
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3. Qual o numero de animais em ordenha?

4. Com o leite e seus derivados sdo comercializados? 1. através da cooperativa ( ) 2. Diretamente nos
estabelecimentos comerciais ( ) 3.Outros meios ( ) quais?

5. Qual a produgéao diaria e mensal?

6. Qual a produgdo de queijo fresco? E maturado? qual periodo de
maturagéo?

7. Quantos cées ha na propriedade?
8. Quantos gatos ha na propriedade?

9. Quantos equinos?

10. Esses animais ja adoeceram? se sim, quais os sintomas?

6. CONHECIMENTOS SOBRE VACCINIA

1. Ja ocorreu surto de Vaccinia Bovina em sua propriedade? 1. Sim( ) Nao ( ) Quando?

2. Recebeu algum treinamento a respeito da doenca? 1. Sim( ) 2. Nao ( )
Tipo de treinamento:

3. Quais os possiveis meios de contaminagéo e transmissdo que levam ao surgimento da doenga? 1. Contato com
bovinos ( ); 2. Contato com equideos ( ); 3. Contato com outros animais ( ); 4. Contato com animais silvestres ( );
5. Contato com um individuo infectado ( ); 6. Consumo de leite cru( ); 7. Consumo de queijo cru ( ); 8. Nao
sabe ()

4. Quais os sinais que podem ser associados a esta infecgdo? 1. Febre ( ); 2. Cefaleia ( ); 3. Mialgia ( ); 4.
Conjuntivite ( ); 5. Dor abdominal ( ); 6. Calafrios ( ); 7. Vomitos ( ); 8. Linfadenopatia ( ); 9. Nauseas ( ); 10.
Ictericia ( ); 11. Lesdes disseminadas ( ); 12. Ndo sabe ( ); 13. Outros,

5. Quais as principais formas de tratamento para esta doenga? 1. Ndo ha tratamento especifico ( ); 2. Tratamento
contra a dor ( ); 3. Tratamento contra infeccdes secundarias ( ); 4. Nao sabe ( )

6. Quais sdo as possiveis medidas preventivas para esta infecgdo? 1. Isolamento do trabalhador doente ( ); 3. Uso
de equipamentos de protecdo ( ); 3. Uso de desinfetantes ( ); 4. Limpeza periédica do ambiente de trabalho ( )

7. DADOS NUTRICIONAIS E CONSUMO ALIMENTAR

1. Peso
2. Altura
3. IMC (kg/m2)

4. Vocé variou muito de peso nos Ultimos 6 meses? ( )SIM  ( )NAO
Se sim, quanto?

5. E portador de diabetes mellitus?
6. E portador de alguma outra doenga? (ex: infecto-contagiosas ou de hipersensibilidade)
7. Faz uso de algum medicamento? Quais?

8. Quantas refei¢des realiza por dia?
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9. Quais alimentos geralmente consome e em qual quantidade:
No café da manha

Almoco
Lanche da tarde
Jantar,

Ceia

8. DADOS EPIDEMIOLOGICOS ARBOVIROSES

1. Vocé tem contato com animais silvestres (macacos: micos, saguis, outros)?
1.Nao ( )

2. Sim( ) Quais:

3. Ignorado ( )

2. Frequenta ambiente de mata? Ou realiza atividades de ecoturismo?
1.Nao ( )

2.Sim( )

3. Ignorado ( )

3. Vocé frequenta propriedades rurais (fazendas/sitios)?

1.Nao ( )

2.Sim( )

3. Ignorado ( )

4. Vocé ja viu macacos proximos a sua propriedade ou aos locais de mata que frequenta?
1.Nao ( )

2.Sim( )

3. Ignorado ( )

5. Foi vacinado contra Febre Amarela?

1.Nao ( )

2.Sim( ) Quantas vezes? Data da ultima vacinagao: / /

3. Ignorado ( )

6. Vocé ja teve Febre Amarela?



2.

3:

.N&o ()

.Sim( ) Quando?
. Ignorado ( )

. Vocé ja teve Dengue?
.Nazo ()

.Sim( ) Quando?

. Ignorado ( )

. Vocé ja teve Zika?
.Nao ()

.Sim( ) Quando?

. Ignorado ( )

.Nao ()

Quais foram os sintomas?

Quais foram os sintomas?

Quais foram os sintomas?

. Na sua casal/propriedade é comum a presenga de mosquitos/pernilongos?

Sim( ) ( )Apenas durante os meses mais chuvosos do ano ( ) Durante todo ano

Ignorado ( )

10. Na sua casa/propriedade vocé tem o habito de verificar agua parada em objetos no quintal?

1.

2

3t

Nzo ( )
sim( )

Ignorado ( )

11. Vocé tem habito de consumir bebidas alcodlicas?

1.
2.Sim( )( )Umavez na semana( )Até 2 vezes por semana ( )Entre 3 e 4 vezes por semana ( )Todos os dias

3.

Nzo ( )

Ignorado ()

12. Vocé fuma?

1.
2.Sim( ) ( )Umaveznasemana ( )Até 2 vezes por semana ( )Entre 3 e 4 vezes por semana ( )Todos os dias
3.

13. Vocé sofre de alguma doenga crénica?

Nzo ( )

Ignorado ( )
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1.Nzo ()

2.Sim( ) Qual?

3. Ignorado ( )

9. PESQUISADOR RESPONSAVEL

Nome:

Assinatura:

Data: / /
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APENDICE 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

Projeto: Avaliacao da circulagdo do VACV em propriedades da
regidao do Serro-MG: medidas para minimizar o impacto do virus
vaccinia na economia leiteira da reaiao..

(de acordo com Resolugao N°466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012)

Vocé esta sendo convidado pelo nosso grupo a participar de uma pesquisa que tem como finalidade de avaliar
a circulagdo do Vaccinia virus na regido do Serro, assim como promover medidas para minimizar o impacto deste virus
na economia leiteira da regido. Assim, gostariamos de convida-lo a participar como voluntario de um estudo que nos
auxiliara a compreender melhor a circulagdo do virus na regido, ajudando-nos promover medidas educativas para
melhorar a produgéo e inocuidade dos produtos da regido.

Muitas viroses emergentes estdo associadas a animais, devido ao contato direto entre o homem e animais
domeésticos. Eventualmente, pessoas que tém um contato direto com animais, sejam eles infectados ou nao, apresentam
grandes possibilidades de adquirir doengas, entre elas as doengas causadas por virus. Muitas dessas doengas causam
prostragao, febre, inchago dos membros superiores, dor e surgimento de pustulas e ferimentos nos membros superiores
e inferiores. Geralmente, as doengas causadas por alguns virus sdo benignas e a cura espontanea ocorre em pouco
tempo. Em pessoas com o sistema imunolégico comprometido as doengas podem ser mais graves. Atualmente, ja se
sabe que a producdo de anticorpos conta os virus € muito importante para a recuperagdo dos individuos que sao
afetados.

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario. Caso aceite, vocé respondera a um questionario
simples, sobre suas atividades de rotina, seu estado de saude, conhecimentos sobre o virus Vaccinia e estado
nutricional. Os individuos doentes e também aqueles que moram na mesma regido e que concordarem em participar
do estudo sera realizado um exame de sangue. Esse exame podera provocar um leve ardor causado pela picada da
agulha, e, muito raramente, hematoma (mancha roxa). Esses sdo os mesmos efeitos que qualquer exame de sangue
pode causar. Todos os testes serdo acompanhados por profissional habilitado e medidas para diminuir os problemas
citados serdo realizadas. Serdo retirados 10 ml de sangue, a mesma quantidade usada para exames de rotina (glicose,
hemograma). Todo material utilizado é estéril e descartavel, portanto isento de risco de contaminagdo. Seréo utilizadas
seringas descartaveis individuais para cada paciente. Todo material utilizado sera destruido em frente ao paciente.
Todos os exames a serem realizados serdo gratuitos e os resultados serdo enviados gratuitamente aos pacientes
doadores. Além disso, sera coletada uma amostra de swab oral, e swab de lesdes cutaneas, se presentes.

Sua participagdo neste estudo possibilitara maior conhecimento sobre algumas viroses emergentes que podem
circular em ambientes rurais no Brasil. Este estudo ndo acarretara em nenhum beneficio imediato para o participante.
No entanto, com o andamento do projeto, todo e qualquer achado que possa ser aplicado e revertido em beneficio
publico sera imediatamente implementado. O conhecimento gerado a partir de sua participacédo ajudara a se entender
melhor como nosso organismo responde a infec¢éo, ou porque algumas pessoas apresentam diferentes manifestagdes
clinicas de uma mesma doenga. Também auxiliara os profissionais de saude a se prepararem de forma eficiente para
o surgimento de novos surtos e podera indicar se existe resposta imune humoral contra diversos virus testados.

Para a realizagao deste projeto, os pesquisadores o submeteram ao Comité de Etica em Pesquisas envolvendo
seres humanos da Universidade Federal de Minas Gerais. O projeto completo esta disponivel para que todo e qualquer
participante possa ter conhecimento. Caso queria conhecer o projeto com mais detalhes, basta solicitar uma cépia a
Doutoranda Kamila Rocha através do telefone (38) 988016291 ou (38) 999856680, ou através da autoridade de saude



publica local. Vocé tem a liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer
momento da pesquisa, sem qualquer prejuizo. A pesquisa sera realizada no Laboratdrio de Virus, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade, e em nenhum momento usaremos seu
nome. Desta forma, as identidades serdo preservadas. Esclarecemos também que ao participar desta pesquisa vocé
podera ndo ter nenhum beneficio direto, assim como nédo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,
bem como nada sera pago por sua participacdo. Entretanto, esperamos que este estudo nos fornega informacdes
importantes sobre a presenca de diversos virus na regido, de forma que possamos contribuir para evitar infeccoes
futuras.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta pesquisa.

Portanto, preencha, por favor, os itens que se seguem.

Termo de consentimento livre apos esclarecimento

Eu,
li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual o procedimento a que serei submetido.

As informacgdes esclarecem riscos e beneficios do estudo, deixando claro que sou livre para interromper minha
participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo. Sei que meu nome néo sera divulgado, que néo terei
despesas e ndo receberei dinheiro para participar do estudo.

Assim sendo, concordo em participar do estudo.

Local: Data: /i /

Nome:

Identidade:

Telefone pessoal:
Telefone para contato:

Assinatura do voluntério
Nome do contato:

Telefones para contato: (31) 3409-3002
Giliane de Souza Trindade Telefone do COEP: (31) 3409-4592

Pesquisador responsavel

Marca do polegar
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APENDICE 3 - Laudos entregues aos produtores

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Laboratério de doencas Infeciosas e Parasitarias (LADIP)
Rodovia MGT 367 — Km 583, n° 5000

Alto da Jacuba
Diamantina/MG

CEP 39100-000 Telefone: 55 xx (38) 3532-1200/ 3532-6800

Identificacdo da Fazenda: Maravilha

Meétodo: soroneutralizagao por redugao de placa (PRNT) para Vaccinia Virus (VACV)

Animais: bovinos

Material: soro

Identificacao do animal resultado
2582 pOsitivo
1876 positivo
2019 positivo
242 positivo
208 positivo
2386 positivo
2322 POsitivo
2171 positivo
1876 positivo
Fortaleza positivo
Riane positivo
Realeza positivo

Dr. Danilo Bretas de Oliveira
Diamantina, 05 de maio de 2021.
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R
xﬁ?z ¥ ““6, Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Laboratério de doencas Infeciosas e Parasitarias (LADIP)
Rodovia MGT 367 — Km 583, n® 5000
Alto da Jacuba
Diamantina/MG
CEP 39100-000 Telefone: 55 xx (38) 3532-1200/ 3532-6800

Identificacio da Fazenda: Maravilha
Meétodo: soroneutralizagao por reducao de placa (PRNT) para Vaccinia Virus (VACV)
Animais: caes

Material: soro

Identificacio do animal resultado
Bolao positivo

Stali positivo
Rabito positivo

Dr. Danilo Bretas de Oliveira
Diamantina, 05 de maio de 2021.



Laboratorio de doencas Infeciosas e Parasitarias (LADIP)

p O
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri I aIP
g~

Identificacio da Fazenda: Amilton
Método: Plaque Reduction Neutralization Tests (PRNT) para Orthopoxvirus!
Animais: bovinos adultos Material: Soro

Data da Coleta: agosto/2021

Identificacdo do animal resultado
144 positivo
214 positivo
273 positivo

34 positivo
208 positivo
203 negativo
282 positivo
219 positivo
141 positivo
272 positivo
207 positivo
222 positivo
215 positivo
149 positivo
210 positivo
146 positivo

medalha positivo
gemada positivo
xitinha POsitivo
branquinha positivo
143 positivo

Interpretacdo dos resultados:
1-  As amostras sdo consideradas positivas quando o soro do animal é capaz de reduzir mimero médio de
placas do ensaio em 50%.
2-  Resultados positivos indicam a presenga de anticorpos neutralizantes contra Orthopoxvirus nos animais;

Lo 7 .
Y&

Prof® Dr. Danilo Bretas de Oliveira
Farmacéutico — Bioquimico

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Centro Integrado de Pesquisa e Pos-Graduag@o em Satide — CIPg- Saude
Tel.: (38) 3532-1200 ramal 9055

Campus JK - Diamantina/MG

Rodovia MGT 367 - Km 583, n2 5.000

Alto da Jacuba CEP 39100-000 Diamantina - MG
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Laboratorio de doencas Infeciosas e Parasitarias (LADIP)

p O
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri I aIP
g~

Diamantina, 05 de maio de 2021

Identificacio da Fazenda: Amilton
Método: Plaque Reduction Neutralization Tests (PRNT) para Orthopoxvirus®

Animais: bovinos jovens e caes

Material: Soro Data da Coleta: agosto/2021

Identificacdo do animal resultado
charmosa positivo
brasilia positivo
mansinha positivo
princesa positivo

revista positivo
medalha negativo
borboleta positivo
serenata positivo

51 positivo

princesa positivo
azeitona positivo
portuguesa positivo
moeda positivo

57 positivo

roxinha positivo

pintura positivo

filhote cachorro negativo
Sasha cachorro positivo

Obs: Todos os animais acima correspondem aos bezerros das vacas cujos nomes se
encontram na tabela, com excegao aos 2 cachorros identificados.

3-  As amostras sdo consideradas positivas quando o soro do animal é capaz de reduzir niimero médio de
placas do ensaio em 50%.
4-  Resultados positivos indicam a presenga de anticorpos neutralizantes contra Orthopoxvirus nos animais

Yy

Prof® Dr. Danilo Bretas de Oliveira
Farmacéutico — Bioquimico
Diamantina, 05 de novembro de 2021

=

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Centro Integrado de Pesquisa e Pos-Graduag@o em Satide — CIPg- Saude
Tel.: (38) 3532-1200 ramal 9055

Campus JK - Diamantina/MG

Rodovia MGT 367 - Km 583, n2 5.000

Alto da Jacuba CEP 39100-000 Diamantina - MG
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Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Laboratorio de doencas Infeciosas e Parasitarias (LADIP)

Identificaciao da Fazenda: Chokito
Meétodo: Plaque Reduction Neutralization Tests (PRNT) para Orthopoxvirus!
Animais: bovinos Material: Soro

Data da Coleta: agosto/2021

Identificacao do animal resultado
beija-flor positivo
espanhola positivo

susana positivo
roseira positivo
codorna positivo
usquadra positivo
mansinha positivo
maguinha positivo
escrava positivo
memoria positivo
roxona positivo
lembranca positivo
fernanda positivo
roxalina positivo
gaivota positivo
rondonia positivo
roxinha positivo
rainha positivo
boneca positivo
craina positivo
sorocaba positivo
dorotéia positivo
pintura positivo

Interpretacdo dos resultados:
1-  As amostras sdo consideradas positivas quando o soro do animal é capaz de reduzir o niimero médio de
placas do ensaio em 50%.
2- Resultados positivos indicam a presenga de anticorpos neutralizantes contra Orthopoxvirus nos
animars; ey
127] e

M|

Prof® Dr: Danilo Bretas de Oliveira
Farmacéutico — Bioquimico
Diamantina, 05 de novembro de 2021

'1 . Natural Vaccinia virus infection: Diagnosis, isolation, and characterization. Curr. Protoc. Microbiol.

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Centro Integrado de Pesquisa e Pos-Graduagdo em Saude — CIPg- Saude
Tel.: (38) 3532-1200 ramal 9055

Campus JK - Diamantina/MG

Rodovia MGT 367 - Km 583, n2 5.000

Alto da Jacuba CEP 39100-000 Diamantina - MG
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Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Laboratorio de doengas Infeciosas e Parasitarias (LADIP)
Rodovia MGT 367 — Km 583, n° 5000

Alto da Jacuba
Diamantina/MG

CEP 39100-000 Telefone: 55 xx (38) 3532-1200/ 3532-6800

Identificacdo da Fazenda: Ferreira Campos

Meétodo: Plaque Reduction Neutralization Tests (PRNT) para Orthopoxvirus'

Animais: bovinos
Material: Soro
Data da Coleta: 16/02/2021

Identificacio do animal resultado
Pintura positivo
Famosa positivo
Vitoria positivo
Waldo positivo
Kamila positivo
Lara positivo
Bainha positivo

1- As amostras sdo consideradas positivas quando o soro do animal é capaz de reduzir mimero médio de

placas do ensaio em 50%.

2-  Resultados positivos indicam a presenga de anticorpos neutralizantes contra Orthopoxvirus nos animais;

Prof° Dr. Danilo Bretas de Oliveira
Farmacéutico — Bioquimico
Diamantina, 05 de maio de 2021
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Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Laboratorio de doencas Infecciosas e Parasitarias (LADIP)
Rodovia MGT 367 — Km 583, n° 5000

Alto da Jacuba
Diamantina/MG

CEP 39100-000 Telefone: 55 xx (38) 3532-1200/ 3532-6800
Identificacdo da Fazenda: Ferreira Campos

Meétodo: Plaque Reduction Neutralization Tests (PRNT) para Orthopoxvirus

Animais: caes
Material: Soro
Data da Coleta: 16/02/2021

Identificacao do animal resultado
Dara positivo
Atena positivo
Mel positivo

Interpretacdo dos resultados:

3-  As amostras sdo consideradas positivas quando o soro do animal é capaz de reduzir mimero médio de

placas do ensaio em 50%.

4-  Resultados positivos indicam a presenga de anticorpos neutralizantes contra Orthopoxvirus nos animais;

Prof®° Dr. Danilo Bretas de Oliveira
Farmacéutico — Bioquimico
Diamantina, 05 de maio de 2021

"
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